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略 語 表
本論文では、次の略
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緒 言
アラキ ドン酸カスケー ドにより生合成 されるプ ロスタグランジン(PG)及び ロイコ トリ
エ ンな どのプロスタノイ ドは様々な生理活性を有 し、生体内の機能調節等に重要な役割 を
担 っている。特に、血管系 においては、血管 内皮細胞 よ りプロスタサイ クリンと呼ばれる
血小板凝集抑制作用や血管平滑筋弛緩作用を有するプロスタグランジン12(PGI2)が産生
され、血小板 より血小板凝集作用 を有する トロンボキサンA2(TXA2)が産生 され る。
PGI2とTXA2の産生量のバランスは血栓 の形成に大きな役割を果た してお り、動脈硬化
症や心筋梗塞などの血管性疾患に深 く関わ っていることが明 らかにな ってきている1)。
1970年代後半、DyerbergとBa㎎によるエスキモー人(イヌイ ッ ト)とデンマーク人の
疫学調査は、魚介類に含まれ るω3系高度不飽和脂肪酸(PUFA)であるエイ コサペ ンタエ
ン酸(EPA)及び ドコサヘキサエン酸(DHA)の摂取量 と各種疾患、特に血栓性疾患の罹患
率 との関連性を示 した2)。それ以来、EPA及びDHAを は じめとするω3系高度不飽和脂
肪酸の研究は急速に進展 し、現在までに様々な薬理作用が明 らかにな っている。血管性疾
患に対す るEPAの薬理作用機序は次のように考えられている。ω6系のア ラキ ドン酸
(AA)は血管内皮細胞で2型PGのPGI2に変換 され るが、EPAも同様 に代謝 され、2型
PGよ りω3位に二重結合を一つ多 く有する3型 プ ロスタサイク リンのPGI3に変換 され
る。PGI3はPGI2と同様に血小板凝集抑制能を持つことが知 られている3)。また、血小
板では血小板凝集能がTXA2より弱い トロンボキサ ンA3(TXA3)に変換 される4)。加えて、
EPA自身 もAAのPGやTXへ の変換を競合的に阻害 してTXA2などの2型 プロスタノ
イ ドの産生を抑制することにより、抗血小板凝集作用を示す3'8)。これ らの知見 より、各
種疾患患者で観察 される血小板凝集能の充進には、血小板凝集抑制作用 を有するPGI2と
血小板凝集作用 を有するTXA2の2型PGの バランスのみならず、2型 と3型 を含 めた、
プロスタサイク リンとTXの バランスの変化が大き く関与す るもの と考えられる。特に、
EPAなどのω3系高度不飽和脂肪酸は魚介類に多く含まれる成分であることか ら、魚を多
く食す る日本人の健康維持に大き く関わ ってきた可能性が高い。
しか しなが ら、 この2型PGと3型PGの バランスについては、3型PGの 標品が無い
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ことなどか ら分析法並びに定量法が確立されてお らず、論ずることはできなかった。その
測定法が確立されれば、2型PGと3型PGの バ ランスはもとより、各種疾患 との関連性
まで幅広 く応用できるものと考えられる。
本研究では、まず、3型 プロスタサイク リンの定量法の確立を目的 として、3型プロス
タサイ クリンの血 中の安定代謝産物の標品の調製を行い、ガスクロマ トグラフィー/選択
イオ ン検 出(selected-ionmonitoring)(GCISIM)による定量法を確立 した(第1章)。続い
て、生体試料か らの3型 プロスタサイク リン濃縮 ・精製を容易にするためにω3オ レフィ
ン構造を認識す るモノクローナル抗体を作製 した(第2章)。次に、血 中のプロスタサイ ク
リン量 と病態 との関連性を明 らかにす るために、ヒ ト糖尿病患者血中の定量分析を実施 し、
糖尿病 との相関を示す とともに糖尿病患者のEPA摂取による血中プ ロスタサイク リン量の
改善効果を見いだ した(第3章)。さらに、 トロンポキサンとプロスタサイク リンのバ ラン
ス と病態 との関連性 を明 らかにするために、 まず産生量の多い2型 を対象 としてプロスタ
サイク リンの尿中代謝体の測定法を確立 し(第4章)、尿 中の トロンボキサン/プ ロスタサ
イク リンバランス と糖尿病 との関連性を明 らかに した(第5章)。
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第1章3型 プロスタサイクリン誘導体標品の詞製と定量法の確立
第1節 序 論
EPAやDHA等 の ω3系高度不飽和脂肪酸は、従来生体内において β酸化を受ける単
なるエネルギーの供給源 とみなされてきた。 しか し、最近の研究か ら、生体膜の構成成分
としての機能9)や、その代謝産物が血小板凝集阻止作用 をはじめ とす る種々の生理活性を
有す ることが明らかにな り鋤、生体機能の恒常性の維持に重要な化合物であると考え られ
ている。
EPAは生体内では、細胞膜 リン脂質に多 く取 り込まれる1。)。この時点で、競合的にAA
の細胞膜 リン脂質への取 り込みを抑制し、生体内のAA量 を減少 させる11)。さらに、EPA
はボスホ リパーゼA2(PLA2)により細胞膜 リン脂質よ り切 り出された後、アラキ ドン酸
カスケー ドにより ω6系高度不飽和脂肪酸のAAと 同様に代謝 され、AA由 来の2型PG
より ω3位に2重 結合を一つ多く有する3型PGに 変換 され 、2型 とは異なる生理作用 を
示す3)。
　 !
押 一
① ○(=COOH→→撫r籔 一
θic。s卸1呈附 。icacidpGl
・A・7・6・k・ ・ぴPGF・・
二し綜即
　に　　　む　じヨむ　
(AA)PGI26・keto・PGF1α
Scheme1・1Simplifiedschemeoftheproductionofprostacyclins
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すなわち、血管壁の内皮細胞においては、EPAは3型プロスタサイ クリンのPGI3に変
換 され、AA由 来の2型 プロスタサイクリンのPGI2と共に抗血小板凝集作用 を発現す る。
これが、EPAの血管系における生理活性発現の本体であると考 えられている。 従 って、
EPAの生理的意義を正確 に評価する場合、3型PG、特にPGI3の動態を定量的に追跡す
ることが重要である。
2型及び3型 プ ロスタサイク リンの生成過程をScheme1-1に示 した。プ ロスタサイク
リンは分子 中に不安定なエノールエーテル構造を有するため、生体内での半減期は約5分
12)と短 く、PGI2及びPGI3は生理活性発現後、血中で速やかに安定代謝産物の6-keto-
PGF1α及び △17-6-keto-PGFIαにそれぞれ加水分解 される3)。
従来 より2型PGの 定量法は多くの検討例が報告されてお り、2型 プ ロスタサイク リン
のPGI2量は、血中の安定代謝産物の6-keto-PGF1αの測定によ りなされている。 しか し、
3型PGのTXや プロスタサイクリンは標品が無いこともあ り、その定量法は確立 してお
らず、生体内における量的実態は未だ明 らかではない。
そ こで、本章では3型PGと して血小板凝集抑制作用を有するとされるPGI3の定量法
を開発 し、その動態を追跡することを目的に、 血 中においてPGI3の最 も信頼性の高い指
標 とな りうる安定代謝産物の △17-6-keto-PGF1αの調製 と、その[180]標識化合物を内部標
準物質 とするGC/SIMによる定量法について検討 した。
第2節 生物 変換 に よる △17-6-keto-PGF1αの調製
△17-6-Keto-PGFIαは、EPAを原 料 と し、PGI3を経 た生物変 換 に よ り調 製 した。酵 素 源
に は牛 大動脈 内皮 細胞 を用 いた。
Scheme1-2に調製法 の概 略 を示 した。EPA並 び に14C標識EPAと 牛大 動脈 か ら剥 離 し
た内皮 細胞 を37℃ で30分 反応 させ 、反応 液か らChem-Elutを用 い て総脂質 画分 を 回収
後 、Sep-PakC18を用 い てPG画 分 を得 た。 さ らに、逆相系 カ ラム を用 い てHPLCに よ
る生成 物の分画 の検 討 を行 った。
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Bovineaorticendothelialcells+EPA
↓lncubation(37℃,30min)
↓pH2.5withHCl
↓Centrifugation
Purification
?
??
ー
??
←
Chem一日ut
Sep・PakC18
HPLC
△"フ・6・keto・PGFICt
Scheme1・2Preparationprocedureof△17舳6-keto層PGF1α
(B)
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Retentlon丁ime(min.)
Fig.1-1ReversedphaseHPLCprofilesoftheextractfrombovineaortic
intimaincubatedwith100pMEPA.PGswereelutedfromanODS
columnatlmVminwiththesolventwater/acetonitrile/aceticacidin
theratio760124012.Absorbanceat192nm(A)andradioactivity
(B》oftheeluateweredetermined,Authentic6・keto・PGFIαwas
elutedat29minatthesamecondition.
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PG画 分 を逆 相系 カ ラムを用い たHPLCに よ り溶 出 させ 、UV吸 収(192nm)及 び各 画
分 の放射 活性 を測定 した。そ の結 果、'4C標識EPA由 来 の ピークが約16分 に観 測 され 、
192㎜ の吸収 におい て も、約16分 に主 ピークが得 られた(Fig.1-1)。また、3H標 識EPA
を用 いた検討 で も同様 の結果 が得 られ た(デ ー タ不 掲載)。
同主 ピー クを分 取 し、0-methylhydroxylamine-H(1でメチル オ キシ ム化 し、ジア ゾ メ
タ ンで メチル エ ステル 化 を、 さらに ジ メチル イ ソプ ロピル シ リルイ ミダゾ ール〈DMIPSI)
で ジメチルイ ソプ ロピル シ リル 化 を行 い、 メチルエ ステル(ME)一メチルオ キ シム(MO)一
ジ メチ ルイ ソプ ロ ピル シ リル(DMIPS)エー テル 誘導体 を得た 。Scheme1-3に誘導体 化
法 を示 した。△"-6-Keto-PGFlaは6-keto-PGF1αと同様 に、ヘ ミケ タール の 閉環 体 と開環
体構 造 を と り得 るため13)、酸性条 件下 で閉環体 とした後、0-methylhydroxylamine-HC1で
開環 させ オ キシム誘 導体へ と導 いた。DMIPSエ ーテル 誘導体 は、従来 のTMSエ ーテル
誘 導体 に比べ 安定性 が優れ 、ガ ス ク ロマ トグラム にお け る相互 分離 の面 で も優 れ てい る他、
EI(electronimpactionization)法で高 質量域 に相 対強度 の強 いイ オ ンが得 られ る こ とが
報 告 されて いる'4)。この誘導体 をPGF1α、PGF2α、PGF3ctの分離検 討 か ら2型 及 び3
型PGの 分 離に優れ るts)65%methylphenylpolysiloxane化学結 合型溶 融 シ リカ キ ャ ピラ
リーカ ラム を用 い てガ スク ロマ トグラフィー1マ ススペ ク トロメ トリー(GCIMS)分析 を
実施 した。
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Fig.1・2Electronimpactmassspectrumofthemethylester-methyloxime・
dimethylisopropylsilyletherderivativeof△v・6・keto・PGFIα.
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Fig.1-3Electronimpactmassspectrumofthemethylester・methyloxime・
dimethylisopropylsilyletherderivativeof6・keto-PGFIα.
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この誘導 体は約9.5分に鋭利 な単一 ピーク と して観測 され た(デ ー タ不 掲載)。Figure
1-2に示 す よ うに、EI法 のマススペ ク トル は、分 子イオ ン[Mrのmlz711、イ ソプ ロ ピル
ラ ジカル の脱 離[M-43]+に由来す るmi(z668やC16・C20フラグ メン トの脱 離 によ り生 じる
⑳iz642等のイ オ ンを与 え、mifz696(M-CH3)及びm/z680(M-OCH3)等の ω 鎖 を含 む フ
ラ グメ ン トイ オ ンはいず れ も、PGI2由 来 の6-keto-PGF1αのME-MO-DMIPSエー テル
誘 導体 の各 フ ラグ メン トイオ ン(Fig,1-3)よりも、2マ スユニ ッ ト少 な い値 を示す こ とか ら、
△17-6-keto-PGF1αで あ る ことが 同定 され た。 それ ぞれ のイ オ ンの帰属 をTable1-1に示 し
た。 イ ソプ ロピル ラジカ ルの脱離[M-43]+に由来す るnvfz668イオ ンは、DMIPSエーテ
ル 誘導体 に特 徴的 な もの14)であ った。
Tab冒e1-1Fragmentionsofthemethytester・methyloxime・
dimethylisopropylsilyletherderivativeof△fi-6・keto-PGFlα
Elemental◎ompOsition
雌 Fragmentation CHNOSi
711 【M]+ 3773163
696 【M。15】+ M・(H3 3670163
680 [M・31]+ M・OCH3 3670153
668 【M43]+ M・C3H7 3466163
642 [M69】+ M・CsH9 3264163
611 [M-69-31】+ M・CsHg・OCH3 3161153
593 [M.118]+ M-DMIPSOH 3259152
562 [M-31.118】+ M-OCH3-DMIPSOH 3156142
550 【M43-118】+ M-C3H7・DMIPSOH 2952152
535 【M-1543-118】+ M-(H3・C3H7-DMIPSOH 2849152
524 【M69-118]+ M-CsH9-DMIPSOH 2750152
510 Cl/C14 2648152
493 [M.31.69.118]+M-(X〕k-C5HウーDMIPSOH 2647142
475 【M・118x2】+ M-DM]PSOHx2 2745141
444 [M.31、118x2]+ M-OCH3・DMIPSOHx2 2642ユ31
417 【M・1543-118・2]+M-CH3一αH7-DMIPSOHx2 2335141
406 N69.118。2]+ M・CsHg・DMIPSOHx2 2236141
273 DMIPSO=CH-CH=(H-ODMIPS 1329022
247 DM工PSO富(}【-ODMIPS 1127022
225 C13/C20 1325011
199 C15/C20 1123011
一8.
な お、UV検 出でHPLCク ロマ ト上約29分 に得 られ た ピー クは、溶 出時 間及びME-
MO-DMIPSエー テ ル誘導 体 によるGCIMS分 析で得 られ た生成 フラ グメ ン トイ オ ンの解
析 か ら、牛 大動脈 内皮細 胞 由来 のAAよ り代 謝 され た6-keto-PGF1αと確認 され た。
次 いで、△17-6-keto-PGF1αの標 品調製 を 目的 に、約2㎏ の牛 大動脈 よ り内皮細 胞 を調製
し、EPAを 用い て生物変 換 を行 った。 その結果 、3㎎ のEPAよ り約120pgの△17-6-
keto-PGF1αが得 られ、 牛大動脈 内皮細胞 を用 いた生物変 換に よ る △17-6-keto-PGF1αの標
品調製 が可能 とな った。
第3節 内部標 準物 質['sO2】△1フー6-keto-PGFIαの作製
フラ グメン トイオ ンの 中で、試料分子 の特徴 を反映 した質量 数 のイ オ ン を連続 的 にモ ニ
ターす るGCISIM法で は、そ の安定同位体 を 内部 標準物 質 と して用い る こ とは、 サ ンプ
ル 調製 時の損 失 を補 正 し、か つ定量精度 を保つ 上で重要 であ る。 本節 で は、△17-6-keto-
PGF1α測 定 の内部標 準物質 と して 有用 な180標識 体 の作 製 を行 った。
StrifeとMurphyの方法16)に従い 、 メチル エ ステル 誘導体 の重酸 素水 中 にお け る繰 り返
し塩基触 媒加 水分解 に よ り調製 した。得 られ た成 績体 のME-MO-DMIPS誘導 体の マス ス
ペ ク トル は、分 子イ オ ンがmi(z711からmi(z715に、 同 じく[M・15]+、[M-31]+、[M-431+、
[M-69】+、[M-187]+、[M-305]+がいず れ も4マ ス高 磁場 にシフ トしてお り、 △'7・・6-keto-
PGFIαのマス スペ ク トル(Fig,1-2)に比 して α 鎖 を含む フ ラグメ ン トイオ ンの ピー クがい
ず れ も対応す る フラグ メン トイオ ン ピーク よ りも4マ スユニ ッ ト増 えた スペ ク トラムを与
えた(Fig.1-4)。これ らの ことよ り、得 られ た成績 体はカル ボキ シル 基 の位置 に180が2個
導入 された[i802】△17-6・keto-PGF1αと同定 され 、180標識 体の作 製 に成 功 した。 なお、[1sO2]
と 【1801】の生成 比はそれ ぞれ75.2%と23.6%であ り、未反応 の △17-6-keto-PGF1αは1.2%
以下 であ る こ とか ら、以 下 の検 討では本成 績体 を △'7-6-keto-PGFIα定 量分析 の 内部標準
物質 と して使 用 した。
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Fig.1・4Electronimpactmassspectrumofthemethylester・methyloxime・
dimethylisopropylsilyletherderivativeofr801△17-6-keto-PGFIα、
次 に、 この[1802]△17-6-keto-PGF1αを 内 部 標 準 物 質 と して用 い 、EI法 のGCISIMに よ る
検 量 線 を 作 製 した 。 す な わ ち、 精 製 水10m1に[1802】△'7-6-keto-PGF1αを 一 定 量(1ng)添
加 し、 △17.6-keto-PGFIαの 添 加 量 を、 そ れ ぞ れ10P9、100P9、1ng、5ngと し、 試 料 を 作
製 した 。 各 試 料 は 、Chem-Elut、Sep・PakC18を用 い て 分 離 ・精 製 後ME-MO-DMIPSエ
ー テ ル へ の 誘 導 体 化 を 行 い 、△17-6-keto-PGFIctと[isO21△17-6-keto-PGF1αの イ ソ プ ロ ピル
ラ ジ カ ル の 脱 離[M-43】+に由来 す る、 そ れ ぞ れm/z668及 びm/z672イ オ ン を モ ニ タ リ ン
グイ オ ン と してGC/SIMを 行 っ た 。
そ の 結 果 、 △i7-6-keto-PGF1α及 び 、['802]△17-6-keto-PGFIαは 共 に 約9.5分 に そ れ ぞ れ 鋭
利 な ピ ー ク を与 え た(Fig.1-5)。
得 られ た ピー ク 面 積 比 を用 い て 検 量 線 を作 製 し、10pg～5ng(r=0.9983)にお い て 良
好 な 直 線 性 が 得 られ(Fig.1-6)、こ の範 囲 で △17-6-keto-PGF1αの定 量 が 可 能 に な っ た 。
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第4節 血 中 △17-6-keto-PGFIαのGCISIMによる定量
今 回確立 したGC!SIM法が、 ヒ ト血 中の △17-6-keto-PGF1α濃 度 の測定 に応用 可能 か否
か を検 討 した。EPA59を7日 間服用 した成 人男子4名(A～D)の 血 漿試料 を用 い た。
△17-6-Keto-PGF1αは6-keto-PGFIαと同様 に ヘ ミケ タール の 閉環 体 と開環 体構造 を と り得
るた め13)、内部標 準物 質 として[1802]△17・6-keto-PGFlaを添加後 、酸 性条 件下 に放 置 して
閉環体 へ と導い た。次 に、Chem-Elut、Sep-PakC18を用 い て分離 ・精製後ME-MO-
DMIPSエーテルへ の誘 導体化 を行い、SephadexLH-20カラム を用 い て未反応 の試 薬 を
除去 し、測 定試料 と した。EI法 に よるGC/SIM測定は分解 能1000及び高分 解能(分 解能
5000,10000)選択イ オ ン検 出(high-resolutionselected・ionmonitoring)(HR-SIM)で実施
した。GC用 カ ラムは、2型 及び3型PGの 分 離に優れ る65%methylphenylpolysiloxane
化 学結合型 溶融 シ リカキ ャ ピラ リーカ ラム を用 いた。Scheme1-4にヒ ト血 中 △17-6-keto-
PGFlαの調 製法及 び誘 導体化 法の概 略を示 した。
Plasma
↓Additionofinternalstandard
↓pH2.5withHCl
Purification
↓Chem-Elut
↓Sep-PakCl8
Derivatization
↓CH30NH2
↓CH2N2
↓DMIPSI
↓SephadexLH-20column
GCISIM
Scheme1・4C璽ean-upandderivatizationprocedureof△fi・6・keto・PGFictin
humanPlasma
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イ ソプ ロピル ラ ジカ ルの脱離 に由来す る[M-43】+イオ ン(nz/z668、凪を670及びm/z672)
をモ ニ タ リングイ オ ン と してGCISIMを実施 す る と、それぞれ 、△17-6-keto-PGF1α(9分
34秒)、6-keto-PGFIct(9分22秒)及び[i802】△1〒-6-keto-PGFlα(9分34秒)がそれ ぞれ単
一 ピー ク として観 察 され、2型 及び3型PGの 分離 は良好で あ った(Fig.1-7)。分解 能
1000、5000及び10000で測定 を実 施 した 時、 これ ら目的成分 由来 の ピークのSIN比 はい
ずれ も高 く、他 の血 中成分 に由来す る妨 害 ピーク は認 め られな か った。従 って各サ ンプ
ル の定量分 析 は分解能1000で実施 した。GCISIMより得 られ た △'7-6-keto-PGF1αと
[i802]△17-6-keto-PGF1αの ピーク面積比 を用 い てFigure1・6で示 した検 量線 よ り定量 した
結果 、6～26pg/mlの△17-6-keto-PGF1αが検 出 され た(Table1-2)。また、 内部 標準 物質
として 【3,31,4,4'-2H4]6-keto-PGF1αを用 い て同時 に測定 した6-keto-PGFIαとの濃 度比 は、
0.064～0.092であ り、△17-6-keto-PGF1αはEPA摂 取時 に極微 量産生 され るこ とが確 認 さ
れ た。 Ma33668.4196
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Fig、1・7Selected-ionrecordingsofthemethylester・methyloxime・
dimethylisopropylsilyletherderivativesof△tt・6・keto・PGF1α,
6邑keto・PGF1αand【1802】△17-6・keto・PGF1α,
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Table1・2Determinationof△il・6-keto・PGF1αand6-
keto・PGFiαinhumanplasma
ratio
一 許6繍 　 　翻Rα 朧 詫脚
A
B
C
D
19
13
26
6
253
155
400
79
0.092
0.085
0.064
0.076
第5節 考 察
従 来 よ り、EPAか らの3型 プ ロス タサイ ク リン(PGI3)の 定量 は、 そ の安定代 謝産 物
で あ る △'7-6-keto-PGF1αの標 品調製 が困難 であ る こと、及 び内部標 準物 質が 無い こ とな
どか ら困 難 とされ て いた。 現在報告 され て い るEPAからの3型PG類 の定量 法 は、例 えば
PGE3の定量 には 【3,3',4,4,-2H]PGE21刀、PGF3αの定量 には[3,31,4,4置一2H】PGF2α'8)、△'7・2,3-
dinor-6-keto-PGFIαの定 量 には[3,3量,4,4'-2H]2,3-dinor-6-keto-PGFIα'9)と、いず れ も2型
PGの 内部標準 物質 を用い て行われ てお り、定量 値 の信頼 性は3型PGの 内部標 準物 質 を
用 い る時 に比べ て劣 る と考 え られ る。
今 回、著 者は △17-6-keto-PGF1α標 品の調 製 を可能 とし、 内部 標準 物質 と しての[1802】体
の作 製 に成 功 した。 これ らを用 いてEI法 にてGCIMSを 実施 した。PGのGCIMSに よる
イオ ン化 法で は、EI法 とnegativeCI(NCI)法oo'21'n)が汎用 され てい る。NCI法 は、 分
子イ オ ンの相対 強度 の大 きい ことが利 点で あるが、 その反面 、高分 解能 が得 られ ない こ と、
イ オ ン源 の汚染 が早い こ とが欠点で ある。一 方、EI法はべ 一ス ピー クが高分 子側 に必 ず
しも得 られ る とは限 らない こ と、分子イ オ ンの相対 強度 が弱 い こ との欠 点が あ る もの の、
フ ラグ メン トイオ ンか らの情報 が多 く得 られ る こ とに よ り化合 物 の同定 と定量 が容易 にで
一14一
きる こ と、高 分解能 に有利 な磁場型 にお いてイオ ン源 の汚染が少 な く長 時 間に渡 って高 い
真空度 を維持 でき、 ルー チ ンの使用 に耐 え うる ことの利 点があ る。筆者 は、 本研究 の よ う
な未知 の物質へ の応用 を考 慮 した場 合、EI法 に よる同定 と定量が 行 え るこ とが 有利で あ
る と考 えEI法 を採 用 した。 また、PGの 定量法 としては、GCIMS以外 に抗 体 を用 い た6-
keto-PGF1αの免疫 測定法 も報告 されて いるas)が、2型PGと3型PGの 構 造が酷 似 して
お り、交 差反応 性の 問題が 考 え られ たので 採用す るに は至 らなか った。
本研 究で は、△"-6-keto-PGFIctの誘導 体化 はME-MO-DMIPSエー テル 誘導体 を用 い た。
DMIPSエーテ ル誘導 体 は、イ ソプ ロピル ラ ジカルが脱離 した[M-C3H7]+イオ ンを高質 量
領域 に、 しか も比較 的強 い相 対強度で与 え る と報 告 され てお り14)、生 体試料 中の爽雑物 の
影響 を受 けに くい。 △17-6-Keto-PGFIαの本誘 導体 のEI法 分析 では、6-keto-PGFIαの報
告14)と同様 に分子イオ ンの強度 は弱 い ものの、高 質量域 にイ ソプ ロピル ラジカル の脱離 に
よる[M-43】+フラグ メン トを比較 的強いイ オ ン強度 で得 るこ とが で きた。GCISIMにお い
て 〔M-43]+フラグメ ン トの △'7・・6-keto-PGFIαと そ の[1802】体 との検量 線 は、 ダイナ ミ ック
レン ジは比較的 狭い もの の生体試料 中の定量 に十分応用 可能 な測定 範 囲、感度 及び直 線性
を示 した。最近 、△17-6-keto-PGFIαの合成 品が市販 され るに至 った。 同製 品を用い て検量
線等 の比 較検討 を行 ったが 、著者 の調 製 した △17-6-keto・PGF1αを用 い た場 合 と測定値 は
変わ らない こ とを確認 して い る(結 果不掲載)。
生体 内にお け る △i7-6-keto-PGFIαす なわ ち3型 プ ロス タサ イ ク リンの量的実 態 を明 ら
か にす るべ く、EPA摂 取後 の血 中 △17-6-keto-PGF1α量 を定量分 析 を実 施 した。一 般 に無
極性 固定 相液 相キ ャ ピラ リー カラムを用い る とき メチルオ キ シム誘導体 は幾 何異性 体 を与
えるが 、今 回用 いた微 極性 のGC用 カ ラムは、 ここに実施 したGCIMS条 件 下で は、異性
体 を互 いに分 離す るには至 らず △17-6-keto-PGF1αのME-MO-DMIPSエー テル 誘導体 は鋭
利 な単ニ ピー ク と して観測 され た。 また、 その ク ロマ トグラムは血 中成 分の妨 害 を受 ける
こ とな く、3型PGの △17-6-keto・PGFIαと2型PGの6-keto-PGF1α分 離 も良好 で、 しか
も高 いSIN比で測定 され 、本 法は △17-6-keto-PGF1αの 生体試料 中の定 量 に有用で あ る こ
とが 示 された。
本 章 にお ける結果 は、3型 プ ロス タサイ ク リンの生体 内動態 を定量 的 に解 析す る こ とを
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可能 にし、さらには2型 プロスタサイクリンと同様の作用を有す ると考えられている3型
プロスタサイク リンの生理活性の評価への応用が期待 される。
一16一
第2章 ω3オ レフィン構造を認謙す るモノクローナル抗体の作製
第1節 序 論
EPAは、体内でアラキ ドン酸カスケー ドにより代謝され、種々の3型PGに 変換 され
る3)。これ ら3型PGは 微量かつ不安定であるが、EPAの生理学的意義を解明するには3
型PGの 生体内動態の定量的な解析が必要である。このため、GαMSを 用いた生体試料
中の3型PGの 信頼度の高い超微量定量法の確立が不可欠である。前章においてPGI3の
安定代謝産物である △17-6-keto-PGF1αがE A摂取時に血 中に極微量検 出されることが明
らか となった。 しか し、生理的意義の解明には、より迅速かつ簡便で再現性に優れる前処
理法の設定が必要である。そ こで、本章においては、特異抗体を用いた前処理法を検討 し
た。即ち、2型PGと3型PGの 構造の相違点である17位のcis二重結合に着 目し
(Scheme2-1)、3型PGに特徴的な ω3オレフィン 構造を認識す るモノクローナル抗体を
作製 した。さらに本抗体 より作製 した抗体カラムが、生体試料中か らの3型 プ ロスタノイ
ドの特異的な濃縮 ・精製へ応用できるか否かを検討 した。
ぺ)〈ん ㎝
,籔 一一ム,
6・keto・PGFIa
〈〉一く〉。H
t「an5■3.hexon-1.ol
・婿 〈〉(〉
漏
、♂
C◎OH
ノ
ム.
△176・keto・PGF1匝
/〉一 〈rA>。H
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Scheme2・1Structuresofprostaglandins,antigensanditsisomers
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第2節 抗3一オ レフィン モノ クローナル抗体 の作製
3型PGに 特徴 的な ω3オ レフィ ン 構造 のモデル 化合物 としてcis-3-hexen-1-olを用い
た。 活性 エステル 法M)によ り(ris・3-hexen-1-01とヒ ト血清アル ブ ミン(HSA)との結 合体
を調 製 し、 この結 合体 を免疫 原 としてモノ ク ローナル抗 体 を作 製 した。得 られ たモ ノク ロ
ーナ ル抗体 の反応 性 をcis-3-hexen-1-olのコハ ク酸イ ミ ド体 をア ミノプ レー ト上に 固相化
し、 抗原 と して用 いた 阻害ELISA法にて検討す る と、cis-3-hexen-1-olと高 い反応 性 を有
し、trans-3-hexen-1-olとの反応性 は低い ク ロー ン(4G9-32)と、両 者 に同等 の反応性 を有
す るク ローン(4G9-12B)が得 られ た(Fig.2-1,A)。本章 で濃縮 ・精 製 の対象 となる3型PG
は生体 内で はシ ス体 で存 在す るので、 トランス体 との交差 性 よ りは、抗 体産 生能 及び増 殖
能 に優 れ た4G9-12Bクロー ンが有用 であ る と考 え られ 、同ク ロー ンを採用 した。
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Fig.2・1Reactivityofmonoclonalantibodytoantigen(A)and
prostaglandins(B).Theinhibitoryeffectsof4G9鱒12B
monoclonalantibodytocis・3・hexen-1-ol(●),trans・3・
hexen-1匿ol(■),△v幽6-keto・PGF1α(▲)and6-keto幽PGFIα
(△)weredeterminedbytheinhibitionELISA.Each
pointshowstheaveragefortriplicatedeterminations.
Theabsorbanceso臼00%corltrolsat405nmwereO.700
(A)andO.600(B)、
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第3節 プ ロスタサイ ク リン代 謝物 との反応性 の検討
PGI2、PGI3の安定代 謝体 であ る6-keto-PGFIα、△"-6-keto-PGFIctとモ ノク ローナル抗
体4G9-12Bとの反 応性 を阻害ELISAによ り検 討 した(Fig.2-1,B)。そ の結 果 、△'7-6・keto-
PGFIαとは 強い反応 性 を示 し、5pg/wellから500pg/wellにお いて用量 依 存的な 阻害が観
察 され た。 また、6-keto-PGFIαとの反応性 は弱 く、同抗体 は3型 プ ロス タノイ ドの解析
に有用 で ある こ とが示 され た。
第4節 抗 体カ ラム に よる血 中 △17-6-keto-PGF1αの検 出
3型 プ ロス タノイ ドを特異 的に精製す るた め、イ ムノア フィニテ ィカ ラム を4G9-12Bの
抗 体 とAffigel-10を用い て作製 した。結 合量 は約8rngprotein/migelであ った。EPA1日
29を4日 間毎 日摂取 した ヒ ト血 中の △i7-6-keto-PGFIαの定 量 を本 抗体 カ ラムを用 いて
行 った(Fig.2-2)。血清 に 内部標準物 質 と して[1802]△17-6-keto-PGF1αを一定量 添加 後、抗
体 カ ラム に導通 し、水洗 後、抗 体カ ラム吸着成 分 を95%メ タノ ールで 回収 した。 第1章
に記載 した方 法 によ り 、ME-MO-DMIPSエー テル 誘導体 に導 い た後、GC/SIMにて△17-6-
kcto-PGFIα(m/z668)、6-keto-PGF1α(m/z670)及び 【1802]△17-6-keto-PGF1α(m/z672)
を測定 した(Fig.2-2)。
そ の結 果 、標準 品のGCISIMの保持 時 間 よ り、△17-6-keto-PGFIαが15分42秒、6-keto-
PGF1αが15分30秒及び[1802]△17-6-keto-PGF1αが15分42秒にそれ ぞれ ピークが観察 され
た。検 出 され た △17-6-keto-PGFIαはそ の'80標識体 を用 い て作製 された検 量線 よ り換 算す
る と、 約6pg/mlであ り、抗 体 カ ラム を用 いな い場合 と同等 の相 対 回収率 を示 した(デ ー
タ不掲 載)。 また、6-keto-PGF1αは阻害ELISAによる検討か ら、本 抗体 カ ラム との反応
性 は低 い と考 え られた が、生 体試料 中の濃度 が △17-6-keto-PGF1α比 して高 い ため検 出 され
た もの と考 え られる。
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Fig、2・2Selected・ionrecordingsofthemethylester-methytoxime-
dimethylisopropylsilytetherderivativesof△v-6-keto-PGFIα,6・
keto・PGF1αandreo2]△fi・6・keto・PGF1αpurifiedusingimmuno・
affinitychromatography.
{A)[1802】△v・6・keto・PGF1α{B)△n・6・keto・PGFIa(C)6-keto・PGFIα.
第5節 考 察
GCIMSを用いた生体試料中のPGの 超微量定量を行 う際に、効率的で迅速かつ簡便な
前処理法が求められる。特 に3型PGは 生体内の存在量が非常に微量であるので、前処理
のステ ップ数が少な く、 しかも特異性の高い方法が望まれる。抗体カラムを用 いるPGの
精製法については、Hubbardら2s)が尿中からのTXB2の分析に応用 し、Ishibashiら26)が
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尿 中か らの11-dehydro-TXB2の定量分析 に応用 した ことを、 またChiabrandoら2"は尿
中 の2,3-dinor-6-keto-PGFIα、TXB2及び2,3-dinor-TXB2の抽 出 ・精 製 に応用 した こ と
を報告 してい る。 本章 では、抗 体カ ラム を利用 す る前処理法が 最善 で ある と考 え、3型
PGに特徴 的な ω3オ レフィ ン 構造 を認識す るモ ノク ロー ナル抗体 を作製 し、 同抗体 を用
いて調 製 した抗体 カ ラムの生 体試料 のク リー ンア ップ法 としての有用 性 を検討 した 。す な
わ ち、cis3-hexen-1-ol-HSA結合体 を抗原 として 、 ω3オ レフィ ン 構造 を認識 す る4G9-
12B抗体 を作製 し、6-keto-PGF1α、 △17-6-keto-PGFIαとの反応 性 を阻害ELISAで検討
した ところ、 △17-6-keto-PGF1αに選択性 が高い こ とが確 認 され 、3型 プ ロス タノイ ドの
選 択的 な精製 に有用 で あ るこ とが示 され た。 また、 この抗体 カ ラムに よる生体 試料 のク リ
ー ンナ ップにつ いて検 討 した ところ、 △17-6-keto-PGFIαの分析 結果 が 第1章 で検 討 した
Chem-Elut及びSep-PakC18を用い る精製法 と同等 の相対 回収 率 を示 したが 、6・keto-
PGF1αについ ては相 対回収 率 は劣 った。
以上 の結果 よ り、本抗 体カ ラムは、△'7-6-keto-PGF1αの分析法 の ク リー ンナ ップ法 と し
て簡便 な方法 で あ り、 同抗 体 カ ラム の生 体試料 中の3型 プ ロス タノイ ド解 析へ の有用 性が
示 され た。
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第3章 健常人及び糖尿病患者血中の2型及び3型プロスタサイクリン量の変動
第1節 序 論
第1章 及び第2章 において、GCISIMによる生体試料 中の3型 プロスタサイ クリンの
測定法 とω3オレフィン構造 を認識するモノクローナル抗体を用いるクリーンア ップ法に
ついて述べた。
この章では、病態 とプロスタサイクリン量 との関係や、EPAなどの高度不飽和脂肪酸
の摂取 とプ ロスタサイク リン産生量 との関係を明 らかにする目的で、健常人 と糖尿病患者
の 血 中の2型 、3型プ ロスタサイ クリンの濃度 を測定す るとともに、EPAの摂取によっ
て血 中総プ ロスタサイ クリン産生量が充進するか否かを検討 した。 ,
第2節 ヒ ト血 中2型 及び3型 プ ロスタサイ ク リンの定 量法
2型及 び3型 プ ロス タサ イ ク リンは、血 中の主 な代謝産 物 であ る6-keto-PGFIaと△17-6-
keto-PGFIαをそれ ぞれ の指標 と し、第1章 の方法 を簡便化 した方 法 に よ り定 量 した。 ま
た、2型 及 び3型 プ ロス タサイ ク リンの同時定 量 を 目的 と したた め、2型 の6-keto-PGF1α
の 相対 回収率 を考慮 し、 前章のモ ノ クローナル抗 体 を用 い るク リー ンア ップ法 は採用 しな
か った。
血漿 試料 か らの6-keto-PGFIα、△17-6-keto-PGF1αの調製 法及び 誘導 体化 法の概 略 を
Scheme3-1に示 した。6-Keto-PGFIαと △17-6-keto-PGF1αはヘ ミケ タールの 閉環体 と開
環 体構 造 を と り得 るた め13)、内部標準物 質 として[3,3',4,4'-2H4]6-keto-PGFIct.[1802}△'7-
6-keto-PGF1αを添加後 、酸性条 件下 に放置 し閉環体へ と導 いた。 次 に、Sep-PaktC18を
用 いてPG画 分 を分 取 し、(>methylhydroxylamine-HCIを用 い て開環 体 に導 き、 ジア ゾ
メタ ンで メチル エステ ル化 し、 さ らにDMIPSIでシ リル 化後 、Bond-ElutSiで最 終精 製 を
行い ・GCISIMの試料 と した。測定 は、イ ソプ ロピル ラジカル の脱 離 に よる[M-43】+イオ
ンを モニ タ リグイオ ン と してGCISIMを実施 した。Figure3-1に血 漿試 料か らの6.keto-
PGFIα、△17-6-keto-PGF1αのGC/SIM分析例 を示 した。m/z668、670、672及び674にそ
れ ぞれ、△i7-6-keto-PGF1α(9分34秒)、6-keto-PGFIα(9分22秒)、【i802]△17-6-keto一
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PGFlα(9分34秒)及び[3,3',4,41-2H416-keto-PGFlα(9分22秒)のピー クが観察 され た。
第1章 では、GCISIMを分解能1000で実 施 したが、本章 で は、 分析試 料 の量が1.Omlと
少 量で あ ったの で、 目的 成分 由来 の ピークのSIN比が良好 で あった分解 能5000で実施 し
た。本 法 を高 分解能5000で実 施 した とき6-keto-PGFIαと △'7-6-keto-PGF1αの検 出限界
は5pg(SIN≧100)と、 良好 な感度が得 られ、他 の血 中成分 に由来す る妨 害 ピー クは認 め
られ なか った。 また、6-keto・PGF1α、△17-6-keto-PGFIαの標準品 とそ の内部 標準物 質 を
用 い て検量線 の 作製 を行 った ところ、両化合物 とも10pgから5ngの 範 囲で直線 性 が得
られ た。 また、本 測定 法 の回収率 は △'7-6-keto-PGFIαは103.2%、6-keto-PGF1αは
103.9%と良好 であ った(デ ー タ不掲載)。
Plasma
↓Additionofinternalstandard
↓pH2.5withlNHCI
Purification
↓Sep・Paktc18
Derivatization
↓CH30NH2
↓CH2N2
↓DMIPSl
↓BOnd-ElutSi
GCISIM
Sohemb3・1Clean・upandderivatizationprocedureofprestacyclin
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Fig、3・1Selected・ionrecordingsofthemethylester-methyloxime・
dimethylisopropylsilyletherderivativesof△「「・6・keto-PGFIα,6・keto・
PGF1α,[ieO2]△"-6・keto・PGFIαand[3,3',4,4'-2H416・keto-PGFIα.
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第3節 糖 尿病患 者血 中の2型 及び3型 プ ロス タサイ ク リン濃度 の検 討
健 常人31人 及びII型糖 尿病患 者(NIDDM)40人の血漿1.Omlを用 い て6-keto-PGFIα
及 び △17-6-keto-PGF1αの定量 分析 を行 った。 その結 果、健常 人31例 の血漿 中の6-keto-
PGFIαは、10。3～155.3pg/mlの範 囲で、平均 は35.2±34.7pg!rn1であ った。次 にNIDDM
患者40例 の血漿 中の6-keto-PGF1α量 を測定 した。6-Keto-PGF1αの濃度 か ら第1群:10
pg/ml以下、 第2群:健 常人 の 平均 値+2SD値 以 内、第3群:健 常 人 の 平均+2SD値 よ
りも高い値 、の3群 に大別 した。 各群の割 合 は、 第1群 が42.5%、第2群 が45.0%、第
3群 が12.5%であ った(Table3-1)。40%以上が 第1群 に分類 され、糖 尿病 患者 にお いて
プ ロス タサ イ ク リン産 生量 の減少 してい るこ とが示 され た。 また、健 常 人 及びNIDDM
患者 の血漿 中の △17-6-keto-PGF1αの濃度は、 約90%以 上で10pg/ml以下 であ った(Table
3二2)・
Table3・1Levelsof6-keto・PGFIαinplasmainpatientswithnoninsulin-
dependentdiabetesmellitus(n=40)andinhealthyvolunteers
(n=31)
Group
6-keto-PGFIα(pg!mlplasma)
Average SD
No.of
patients
%
1<10
NIDDM241.9
3146.4
23.2
1969.9
?
?
?
?
?
?
」?
ー
42.5
45.0
12.5
Healthy
volunteers
35.2 34.7 31 100
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able3・2Levelsof△17・6・keto・PGF1αinplasmainpatientswithnon
insulin・dependentdiabetesmellitus(n=40)andinhealthy
volunteers(n=31)
△17・6-keto-PGF1α(pglmlplasma)
Average SD
No.of
patients
%
NIDDM
<10
26.7
?
》
?
?
?
97.8
2.2
Healthy
volunteers
<10
43.6 31.0
?
?
?
87.1
12.9
第4節EPAエ チル エステル摂 取 によ る ヒ ト血 中2型 及び3型 プ ロス タサ イ ク リン
濃度 の変動
NIDDM患 者12人 にEPA製 剤 のエパ デール(EPAエ チルエ ステル)を1日6カ プセ
ル、EPAエチル エ ステル量 で1800r㎎/dayを2週間投 与 し、投 与終 了後 の血漿1 .Omlを用
いて △17-6-keto-PGF1α及び6-keto-PGF1αの定 量分析 を行 った。 その結 果、6・keto-PGFIα
量 にお いて 、第3節 と同様 の方法で グル ー プ分 け した とき、 各群 の割合 は第1群 が41.7
%、 第2群 が58、3%、第3群 が0%(Table3-3)と、EPAを 投与 して いな いNIDDM患 者
の結 果 に比 べ、 第3群 の割合 が減少 した。 また、 この ときの △17・6-keto-PGF1αの濃度 を
Table3-4に示 した。EPAを 投与 していな い40例 のNIDDM患 者 の場 合、約97%に お
い て △17-6-keto-PGFIα濃 度が10pg/ml以下 と少 なか ったが、EPAエチル エ ステル の投 与 に
よ り、△17-6-keto-PGF1α濃 度が有意 に増加 し、10pg/ml以下の群 の割 合が、 約60%に ま
で 減少 した。 以上 の結果 よ り、EPAの摂取 は糖 尿病患 者血 中の △17-6-keto-PGFIα及び6-
keto-PGFIα濃度 を改 善 し、心筋梗 塞や動脈 硬化 症な どの糖尿病 の合併 症 の予防 に役 立っ
可 能性 が示 された。
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Table3・3EftectsofEPAethylesteronleve量sof6・keto・PGFIOdnplasmain
patientswithnoninsulin・dependentdiabetesmellitus(n=12》
GroupNo.*
6・keto・PGF1α(pglmlplasma)
Average SD
No.of
patients
%
」ー
?
?
<10
18.6 10.0
?
?
?
41.7
58.3
0
'NIDDM ・patientswereadministered1800mgofEPAethylesterperdayfor14days.
Table3-4EffectsotEPAethylesteronlevelsof△17-6■keto-PGF1αin
plasmainpatientswithnoninsulin・dependentdiabetesmellitus
(n冒98》
△17・6・keto・PGF1α(pg!mlpIasma)
Average SD
No.of
patients
%
NlDDM
Patients
<to
26.7
?
?
??
?
?
??
??
?
97.8
2,2
NlDDM
EPAintake
<10
51.6 68.2
58.3
41.7#
申NIDDM ・patientswereadministered1800㎎。fEPAethylesterperdayf。r14days.
#p<0.001vs.NIDDMcontrolgroupbyChトsquaretest
第5節 考 察
本 章 では、健 常人 及びNIDDM患 者の血漿 中の2、3型 プ ロスタサイ ク リン産生 能の指
標 とな る △i7-6-keto-PGF1α及 び6-keto-PGF1αの定量 分析 とEPAの 摂取 に よるそ の変 動
につ いて検討 した。 そ の結果、MDDM患 者の40%以 上の血漿 試料 にお いて6-keto-
PGFIα濃度 は10pg/m1以下 と健 常人 に比べ て低 値で あ った。糖 尿病 とプ ロス タサイ ク リ
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ンの産生量の関係については、1978年にHarrisonらがス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病 ラ
ット大動脈でプロスタサイクリンの産生量が減少すると報告 したas)のが最初であり、その
後 ヒ ト糖尿病患者の静脈片を用いた生物検定法による検討 四)やヒ ト糖尿病患者の血中 卸)
においてもプロスタサイク リンの産生量が少ないことが報告 されている。著者 らも先に糖
尿病患者の血小板活性 を除去 した血清plateletpoorserum(PPS)が、牛大動脈内皮細胞
か らのプ ロスタサイク リンの産生を抑制す ることを見いだ している31}。今回の検討結果
は糖尿病患者の血管内皮細胞か らのプロスタサイクリンの産生が減少 していることを示 し
た もの と考え られ、プロスタサイク リンの産生抑制が糖尿病患者で認め られる血液凝 固系
の充進や血栓症な どの合併症の発症 η'鋤の一因になる可能性が示 された。
また、MDDM患 者の血漿 中の6-keto-PGF1α量は健常人に比べて測定値に大きなば ら
つきが認め られた。特 に、健常人の平均値+2SDを越える第3群 で顕著であった。 この理
由として、Ylikorkalaらは糖尿病患者の血管合併症の有無、経 口血糖 降下剤の服用や1型
糖尿病患者(IDDM)のイ ンスリン治療などによって血漿中の6-keto-PGFIα量が増加する
ことを報告39)してお り、患者の服用薬物が、血管壁か らのプロスタサイクリンの産生量
に影響を及ぼ したのではないか と考え られた。その一方、血 中でのPG測 定は採血条件な
どの物理学的な刺激による人工産物の生成40'41)が指摘 されてお り、その可能性 も否定でき
ない。今後は、血液以外で人工産物生成 に左右されない、例えば尿 中の測定等による詳細
な検討が必要性であると考えられた。
MDDM患 者における △17-6-keto-PGF1αの濃度は、約90%以上の試料において10
p9/mi以下であったが、 これは健常人においても同様な結果であった。3型 のプ ロスタサ
イ クリンの原料 となるEPAの生体内の濃度は、食事か らの摂取量 による影響が大 きく、
平均的な 日本人の食事では健常人 及びNIDDM患者とも生体内のEPAの濃度 に顕著な差
が無い ことがその要 因であると考えられた。
しか しなが ら、短期間ではあったがNIDDM患 者にEPAを投与 し、血漿中のプロスタ
サイ クリン量の変動 を検討すると、EPAの摂取によりMDDM患 者の血漿中の3型 プロ
スタサイク リン(△i7-6-ket()-PGFIα)はEPAを摂取 していないNIDDM患者に比べて有
意に増加 し、2型 プロスタサイ クリン(6-keto・・PGFICt)量も増加傾向を示 した。
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従来 はEPAの摂取によって細胞膜 リン脂質中のAAが 滅少 し、2型PGの 産生量が減
少す る3'`'11〕とされてきたが、今回の結果では、EPA摂取により2型 プロスタサイ クリン
の産生量が増加 した。同様の結果は、DeCaterinaらが魚油の投与で6-keto・PGFIα産生
能の充進を報告42}し、疫学的にもHamazakiらが報告")している。EPAの摂取で2型 の
プ ロスタサイク リン産生が充進するのは、生体内のEPAの増加により競合的に細胞膜 リ
ン脂質か らのAA遊 離が増加 し、PG代謝の基質量が一時的に増加 したため、或いは、プ
ロスタサイクリン産生酵素が誘導 されたため等の原因が考えられるが、今後の詳細な検討
が必要である。
また、EPAの摂取により3型 プロスタサイク リン産生量が増加 したのは、基質 として
のEPAの増加によるものと考えられた。EPA摂取 と3型PGの 産生量の関係は、3型
PGの測定例が乏 しいため、明 らかにされていなか った。今回、3型プロスタサイ クリン
の定量的解析法を確立 したことは、今後3型PGの 意義解明に有用であると考え られた。
EPAの摂取により3型 プロスタサイク リンの産生が有意に増加 し、2型 のプロスタサ
イク リンの産生量が増加傾向を示 したことは、EPAは糖尿病患者の血液凝固系を改善 さ
せ、心筋梗塞や動脈硬化症などの合併症の予防に役立つ可能性が示 された。
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第4章 尿中プロスタサイクリン誘導体の定量法の確立
第1節 序 論
2型及び3型 プロスタサイク リンは血小板凝集抑制作用 と平滑筋弛緩作用3)を有 し、
TXA2は血小板凝集作用 と平滑筋収縮作用3)の相反する作用を有する。 この2型 プ ロスタ
サイ クリン とTXA2産生のバ ランスが崩れた場合、例えば2型 プ ロスタサイ クリン産生
が減 り、TXA2が過剰になると動脈硬化症や心・筋梗塞等の血栓症が誘発されることも知 ら
れてお り")、トロンボキサ ン/プロスタサイ クリン バランスの変化は、血管性疾患の発症
と密接に関連す るもの と考えられ る。第1章 、第2章 及び第3章 において2型 及び3型 プ
ロスタサイク リンの血中での代謝物の定量法を確立 し、病態 との関連性を示 した。 しかし
なが ら、invivoでの トロンボキサン/プロスタサイクリン バランスの解析 を考慮 した場合、
血 中測定では採血時の刺激に伴 う人工的な産生が懸念 され40'41)、尿 中代謝産物での定量が
有利である と考え られた。
今回、2型 プロスタサイク リン の尿中主要代謝産物45)であ り、生体内のプロスタサイ
ク リン産生量を反映す ると考え られている")2,3・dinor-6・keto-PGFIαの定量法を検討 した
(Scheme4-1)。
COOH
〈)x(×)xS.H
arachidonicacid
(AA)
→
一
PGl2
・R晒CO。H
.鎚Y-一 →
OH
6-keto・PGFla
喩ア 〉㎜
.銅 一一
〇H
2,3・dinor・6-ketoトPGFIa
Scheme4・1Simplifiedschemeofmetabotismofprostacyclin
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第2節2,3-Dinor-6-keto-PGFIαの誘 導体化 法
2,3-Dinor-6-keto・PGFlαは水溶 液 中で、 ケ トン、ヘ ミケ タール とス ピロラク トン体 の
構 造 を とる4"が、pH2～3の 水溶液 において は、 ス ピロラク トン体(90%以 上)と して存
在 す る48)。そ こで、pH2～3の 酸性 の条件下 で1時 間室温放置 して 閉環体 と した後、0-
methylhydroxylamine・Hαに よ りラク トン環 の開環反応 を行 いメチル オキ シム化後 、 ジァ
ゾ メタ ンに よ りメチルエ ステル 化 し、続 いてDMIPSIによ りシ リル 化 を行 い、ME-MO-
DMIPSエーテル誘 導体 と した(Scheme4-2)。本 誘導体 のガ スク ロマ トグ ラムは メチル シ
リコン化 学結合型 溶融 シ リカキ ャピラ リーカ ラム を用 いて分析す る とき、 連続す る2本 の
ピー ク を与えた。 一般 に無極性 固定相液 相キ ャ ピラ リーカ ラムを用 い る とき メチルオ キ シ
ム誘導 体 は幾何異性 体 を与 えるが、今 回保持値 の小 さい 第1ピ ークは第2ピ ー クに比べ て
相対イ オ ン強 度 は大 きか ったが 、両成分 のマス スペ ク トル はほぼ共 通 であ り、オ キ シムの
ア ンチ とシンに 由来 す る異性体 の ピー ク と考 え られた(Fig.4・1)。分 子イオ ン[M】+(m/z685)
及び[M-15]+(m/z670)は小 さい強度 なが らも認 め られた。分子 イオ ンか らメ トキ シル ラ
ジカル の脱 離 した[M-31]+(mlz654)の強度 は大 き く、分子イオ ンか らDMIPSの イ ソプ
ロピル ラジカル の脱離 した 【M-43】+(雌642)がべ 一ス ピーク と して 認 め られ た。 このイ
オ ンの出現 は、DMIPSエーテ ル誘導体 に特 徴的 な もの1㈹ であ った 。それ ぞれ のイオ ン
ピー クの帰 属 をTable4-1に示 した。
本誘 導体 化法 はEI法 に よるGCIMS分析 におい て、高質量域 に特 徴的 なベ ース ピー ク
イオ ンを示 す こ とか ら、GCIMSを用い た2,3-dinor-6-keto-PGFIαの測定 に有用 で あ るこ
とが示 され た。
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oHO
CH30NH2
一
CH・9
?
?
?
?
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??
OH
艶
OH
COOH
。→ ぐ〉
HO
里
OH
CH・9
馳 COOCH3
H+一一
HO
HO OH
OH
CH・♀
・M・PS・N腔C..CH3
DMIPSI.轟
ODMlPS ODMIPS
Scheme4・2Derivatizationprocedureof2,3・dinor・6・keto-PGF1α
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Fig、4・1Massspectraotthestructuralisomersofthe2,3・dhor-6-keto・
PGFIαmethylester-methyloxime"dimethy置isopropylsilylether
derivative.Top,thefirst・elutingcomponent;bottom,thesecond・
elutingcomponent.
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Tabte4-1Fragmentionsotthe2,3・dinor・6・keto-PGFictmethylo8ter・
methyloxime・dimethylisopropylsilyletherderivative
Elementalcornposition
雌 Fragmentation CHNOSi
685 lM]+ 3571163
670 [M.15】+ M-(}i【3 3468163
654 十【M・31】 M・O(H3 3468153
642 【M-43】+ M-C3H7 3264163
614 十[M-71] M・C5H11 3060163
583 [M.71,31】+ M-CsHll・OCH3 2957153
567 [M.118]+ M-DMIPSOH 3057152
536 [M.31-118】+ M-OCH3-DMIPSOH 2954142
524 十[M-43・118】 M-C3H7-DMIPSOH 2750152
509 [M-1543・118]+ M{H3-C3H7-DMIPSOH 2647152
496 十Pvd[-71,118] M-CsHn-D]>nPSOH 2546152
484 Cl/C12 2446152
465 十[M』31-71-118] M-C(Hh-CsH11・・DMIPSOH 2443142
449 [M-118・2】+ M-DMIPSOHx2 2543141
419 IM31.118。2]+ M-OCH3-DMIPSOHx2 2441131
391 [M.1543.118。2】+M-CH3-C≦fl7-DMIPSOHx2 2133141
378 十[M-71-118x2] M-CsHii・DMIPSOHx2 2032141
273 DMIPSO=CH-CH=CH・ODMIPS 1329022
247 DMIPSO=CH〈)DMIPS 1127022
227 C11/C18 1327011
201 C13/C18 1125011
第3節 尿 中の2,3・dinor-6-keto-PGFIαの定量法
第1項 尿試料 か らの精製 と誘導体 化
尿 中か らの2,3-dinor-6-keto-PGF1αの調製法 及び誘導 体化法 の概略 をScheme4-3に示
した。尿 試料 に内部標準 物質 として重水 素標識体 の[2H4]-2,3-dinor-6-keto-PGF1αを添加
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し、pH25の 酸 性 の条 件下 で1時 間室温放置 して 閉環体構造 と した後 、Sep-PaktC18、
Kieselgel60(Silicagelcolu㎜)を用い て分離 ・精製 した。次 いで、 前節 で述べ たGC/MS
の ため の誘導体 化 の後 、Bond-ElutSiで精 製 を行い、G(ンSIMの試 料 とした。
Urine
↓Additionofinternalstandard
↓pH2,5withHCl
Purification
↓Sep幽Paktc18
↓Si肺cagelcolumn
Derivatization
↓CH30NH2
↓CH2N2
↓Silicagelcolumn
↓DMIPSI
↓Bond・ElutSi
GCISIM
Scheme4-3Clean・upandderivatizationprocedureof2,3・dinor・6・keto-
PGF1α
第2項GCISIMに よる検 討
尿試料 は血液 試料 に比べ て、測定 分析 の障害 とな る爽雑 物が 多い と考 え られ たの で、
GCIHR-SIMによる定量法 につい て検討 した。GCIHR-SIMはGCISIMに比 べ検 出器 に到
達す るイ オ ン量 は劣 る ものの、検 出の特異性 が 向上 しバ ック グラ ウン ドの ノイズが 減少 す
るため、SIN比が良 くな り見か け上の検 出感度が 向上す る。従 って、 生体試 料 中に爽 雑物
が 多 くク リー ンア ップが困 難な場合 、非常 に有効 な手段 とな り得 る。分解 能10000で実施
したGCIHR-SIMの結果 をFig.4-2に示 した。べ 一ス ピークで あ る[M・43】+(2,3-dinor-6-
keto-PGF1α:mlz64214041、【2H 】-2,3-dinor・6-keto-PGF1α:m/z646.4239)をモ ニ タ リグ
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イオ ンとしてGCIHR-SIMを実施 した。両化合物は約14分30秒に連続す る2本 の鋭利な
ピークを与え、尿由来の爽雑物のピークは認められなかった。本法は分解能10000にお
いて検 出感度は10pg(S/N≧100)と良好であった。この結果より、両ピークの面積比を用
いた定量の可能性が示 された。
loo
ZJ-Diuor-6-kcto-PGF:曙
(m/z642.4041)
1,
6.?
o.
期
Fig.4・2Selected・ionrecordingsofthemethylester・methyloxime・
dimethylisopropylsilyletherderivativeot2,3・dino卜6・keto-PGFIα
(mlz642.4041}andrH41・analogue(mlz646.4239)tromhealthy
adulturine.
第3項 検 量 線 の 作 製
2,3-Dinor-6-keto-PGFIaの検 量 線 は 、 内部 標 準 物 質 の 【2H4】-2,3-dinor-6-keto-PGF1αに
対 す る2,3-dinor-6-keto-PGFIαのGCIHR-SIMの ピ ー ク面 積 比 に よ り作 成 した 。 そ の結
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果、10pg～100ngの範 囲で良 好な直線 性(r=0.9989)が得 られ た。 この検量線 の適 応範
囲 は ヒ ト尿 中の2,3-dinor-6-keto-PGFIαを定量す るた めに十分適 応可 能 な範 囲であ った。
この方 法の正確 さ と精度 を検討す るた め、2,3-dinor-6-keto-PGF1αを400,800及び
1200pg量を尿試料5m1に 添加 し、G(ンSIMによ り添加 回収試 験 を行 った。 その結 果 を、
Table5-2に示す 。添 加 回収 率 は96.4～115.9%であ り、平均値(± 変 動係数)は106.6±
7.4%と良好 な 回収 率 を示 した。
試 料調製 とGCISIMとの 間の分析上 の誤差 を区別す るた めに、 一元配 置法49}によ り統
計解析 を行 った(Table4-3A)。この結 果、 誤差 は軽 微で あ りGCIMS装置 に由来す る も
ので あ った。 また、2,3-dinor-6-keto-PGFIα量、試 料調製 及びGCIMS装 置間 の分析 上 の
誤差 を区別 す るため に、二元 配置法49)によ り統 計解析 を行 った(Table4-3B)。この結 果、
誤差 の生 じる可能性 は ほ とん どG(ンMS装置 に よるものであ った。
以 上の結 果、 この尿 中の2,3-dinor-6-keto-PGFIαの ク リー ンア ップ に よる誤差 は微少 で
あ り、本定 量法 の有用性 が確 認 され た。
Table4・2Rocovoryof2,3-dinor・6・keto・prostaglandinF1αaddedtohuman
urine
Sample urinarylevelS
{pgper5mり
2,3-Dinor・6・keto・PGFiarecovered
P9Per5mlRecovery(%)
～0ρ匿5ρ〃㊨dロrinθ
1
2
3
Mean
Spikedurine(5rnt)
1(+400pg)
2(+400pg)
3(+800pg)
4(+800pg)
5(+1200pg)
6(+1200pg)
Mean士S.D.
462,500,482
574,524,510
477,520,491
506
945,970
892,995
1304,1380
1380,1280
1832,1760
1738,1730
439,464
386,489
798,874
874,774
1326,1254
1232,1224
109.7,115.9
96.4,122.3
99.8,109.3
to9.3,96.8
110.5,104.5
102.7,102.0
106,6士7.4
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Table4胴3Analysisofvariance
A)Analysisofvariancefromthereproducibilitytest
Source
Samplepreparation
Error{GC!SIM}
Totat
S
O.404
0.347
0.7515
?
?
?
??
?
?
VFo
O2023.497
0.058
F(2,6,0.05}=5.14
B}Anatysisofvariancefromtherecoverytest
Source
Corlcentration(A)
Samplepreparation(B}
AxB
Error{GC/SIM}
Total
S
122,665
34.003
6.672
496.t20
659.480
fVFo
261.3420.742
134.0030.414
23.3360.040
682.687
11
F{2,6,0.05)=5.14
F(1,6,0.05}=5.99
罰
V
Fo
F(f2,f1,α)
:離諾 留 器 犠d。m
f1:fsamptep岬訂題亀lon
仁:f。rror
=unbiasedvariance
:observedvaluefollowingFdistrlbutionvarianceratio
(V雪置mplopr●P乱rコヒion!V●rror}
ldensityfunctionofFdistributionwithflandf2degreesoffreedom
第4節 考 察
第3章 までに、血中のプロスタサイクリンの定量法を確立 し、プロスタサイク リンの変
動が糖尿病の病態 と深 く関わ っている可能性を示 した。糖尿病は、心筋梗塞や動脈硬化症
な どの血栓性疾患の合併症を併発する32'ZZ)ことが知 られてお り、血小板凝集抑制に深く関
わるプ ロスタサイクリンの変動が合併症の診断 に有用である可能性が高い。 しか し、臨床
診断 とい う実用性を考慮 した場合、採血等による患者の苦痛をなるべ く軽減できる方法が
求め られ ること、PGの測定では常に採血時の人工的なPG産 生4(}'41)が懸念 されることな
どか ら、血液 中の測定ではな く尿中のPG定 量法の開発が必要 となっている。本章では尿
中の2型 プロスタサイ クリンの定量法について検討 した。2型 プ ロスタサイ クリンの指標
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と しては 、尿 中の主要 安定代 謝産物45)であ る2,3-dinor-6-keto-PGF1αを用 い た。2,3-
Dinor-6-keto-PGFIαは水溶 液 中で、ケ トン、ヘ ミケ タール とス ピ ロラク トン体 の構造 を
とるこ とが 知 られ てお り4')、正 確な定量 値 を得 るこ とが 困難 で あ った。 そ こで、著 者 は
2,3-dinor-6-keto-PGF1αがpH2～3の 水溶液 中で は、90%以上 が ス ピ ロラ ク トン体 にな る
こ と偲)を利用 して酸性 条件 下で ス ピロラク トン体 と した後 、 シ リカ ゲル ク ロマ トグラ フィ
ー等 を用 いて抽 出 ・精 製 を行い、 さらに0・methylhydroxylamine-HCIでラク トン環 開環
反応 を行 い メチル オ キシ ム化後 、 メチルエ ステル 化 し、DMIPSエーテル誘 導体 に導 き、
GCIMS分析 を行 った。 この方 法 を用 いた とき、添加 回収試験 は平 均 回収率106.6±7.4%
と良 好な結 果が得 られ 、本法 の有用性 が示 され た。 また、従 来尿 中か らのPGの 抽 出に は
薄 層 ク ロマ トグラ フ板 を用 いて展開後 、対応部 位 の掻き取 り ・抽 出が 一般的 に用 い られ て
きたso'51)。今回 シ リカ ゲル カラム を導 入 した こ とに よ り、操作 性 の 向上 が認 め られ た と共
に、尿 由来 の爽雑物 を除去す る こ とが でき た。 また、GCIHR-SIM分析 の検 量線 よ り、
2,3-dinor-6-keto-PGFIαは10pg～100ngの範 囲で良好 な直線性 が得 られ 、本 法は2型 プ
ロス タサ イ ク リンの指標 とな る尿 中2,3-dinor-6-keto-PGFIα濃 度 の測定 に、感 度、 選択性
に優れ た有用 な方法 であ る と考 え られ る。
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第5章 健常人及び糖尿病患者尿中のプロスタサイクリン及びトロンボキサン量
の変動
第1節 序 論
第3章 では、糖尿病患者血漿 中のプロスタサイ クリン量が健常人に比べて低値であるこ
と、糖尿病患者ではEPAエチルエステルを摂取することによりプ ロスタサイク リンの産
生量の増加が見 られ ることを示 した。糖尿病 における心筋梗塞や動脈硬化症などの血栓性
疾患の合併症の成因の一つが、プロスタグランジンの産生変化によるものと考え られた。
本章では、血栓形成のも う一つの要因である トロンボキサ ンに着 目し、糖尿病患者の尿 中
の トロンボキサンならびにプ ロスタサイク リンの定量分析を行い、プロスタサイク リン/
トロンボキサ ンバランスと病態 との関連性を検討 した。
第2節 尿 中プ ロスタサイ ク リン及び トロンボ キサ ンの定量 法
尿 中プ ロス タサイ ク リンの定量 は第4章 の方法 に従い 、2型 プ ロス タサ イ ク リンの主な
尿 中代 謝産物 で ある2,3-dinor-6-keto-PGFIctを指 標 とし、内部標 準物 質 として[2H4]-2,3-
dinor-6-keto-PGF1αを用 いてME-MO-DMIPSエ ーテル誘 導体 に導 き、ベ ースイオ ン ピ
ー クで あ る[M-43】+イオ ン(2,3-dinor-6-keto-PGFiα:m/z642、[2H4]-2,3-dinor-6-keto-
PGF1α:π吻646)をモ ニタ リグイオ ン としてGCISIM法にて測定 した。
尿 中 トロンボ キサ ンの定量 は、TXA2の主 な尿 中代 謝産物52'53)である11-dehydro-TXB2
を指標 と して定量 した。11-Dehydro-TXB2は分 子 内に ラク トン環 を有 し、 開環体 と閉環
体 の2つ の構 造 を と りうるが、11-dehydro-TXB2のGCIMSによ る分析 で は ラク トン環 を
有 した 誘導体が 利用 され てい る鯛 。 しか し、 この誘 導体 は保 存 中に ラク トン環 の 開環 に
よる副 生体 の生 成が知 られ てお りsu、微量定 量 に適 して いない。 今回 はIshibashiらの方
法5η、す なわ ちアル キルア ミンによ りラク トン環 を開環 し、 アル キルア ミ ドとす る方 法 を
採用 した。11-Dehydro-TXB2の調製法及 び誘導 体化法 の概 略 をScheme5-1に示 した。
11-Dehydro-TXB2は、酸 性条件 下ではそ の90%以 上が 閉環体 で存在す る ことか ら、 内部
標準 物 質 として重水素 標識体 の[2H41-11-dehydro-TXB2を添加後 、 酸性条 件下 に放置 し
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て 閉環体 へ と導 い た。次 いで、Sep-PaktC18を用い て尿 中のPG画 分 を分取 し、 ジア ゾ
メ タンで メチル 化 を行 い、 シ リカゲル カ ラムで精製 した。 さ らにn-propylamineを用 いて
ラク トン環 の開環 に よ り、 プ ロピルア ミ ド体 に導 き、 ジメチルイ ソプ ロピル シ リルイ ミダ
ゾール を用い て シ リル化 後、Bond-ElutSiで最終精 製 を行い、 メチル エ ステル(ME)一プ
ロ ピルア ミ ド(PA)一ジ メチル イ ソプ ロピル シ リル(DMIPS)エー テル 誘導体 を得 た。
GCISIMは、ベ ースイ オ ン ピー クであ る[M-43】+イオ ン(11-dehydro-TXB2=π膨698、
[2H4】-11-dehydro-TXB2:m/z702)をモ ニ タ リングイオ ン として実 施 した。
9H
,..膿 OH
ム.
。一,,叩,、血nc?H
ノ　む　　お　
c,H,NHcd
HO
H+
里鵜
占。
齢
合.
?H
σ齢 ㎝
OH
ODMIPS
　いの 　 ヤ　賊
.儲〔)欝.c出
さDMIPS
Urine
↓Additionofinternalstandard
↓pH2.5withHCl
Purification
↓Sep-Paktc18
Derivatization
↓CH2N2(diazomethane)
↓Silicagelcolumn
↓n-propylamine
↓DMIPSl
↓Bond-ElutSi
GCISIM
Scheme5・1Clean・upandderivatizationprocedureof11-dehydro・TXB2
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Figure5-1に尿 試 料 か らの2,3-dinor-6-keto-PGF1α及 び1 -dehydro-TXB2のGCISIM
分 析 の 一 例 を 示 した 。11-Dehydro-TXB2(m/z698)と[2H4]-11-dehydro-TXB2(m/z702)
は 保 持 時 間10分6秒 に認 め られ た 。 ま た 、2,3-dinor-6-keto-PGFIα(m/z642)と【2H4]-2,3・
dinor-6-keto-PGF1α(m/z646)は保 持 時 間11分15分 に 認 め られ た 。 両 化 合 物 と も分 解
能1000で 測 定 した が 、 尿 か らの 妨 害 物 質 は認 め られ な か っ た。 第4章 に お い て 、 尿 試 料
中 の2,3-dinor-6-keto-PGFIαを分 解 能10000のGCIHR-SIMで 定 量 分 析 した が 、 本 章 で は
分 解 能1000で 実 施 して も定 量 性 に 問 題 な い と判 断 した 。
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Fig.5-1Selected・ionrecordingsfroma2,3・dinor・6・keto・PGFictmethyl
ester-methyloxime-dimethyiisopropyisilyletherderivativeand11・
dehydro-TXB2methylester・propylamide・dimethylisopropylsilyl
etherderivative.2,3-dinor-6-keto・PGFIα,【2H4】-2,3・dinor伽6-keto-
PGF1α(IS),11巳dehydro・TXB2and[2H4】 ・11・dehydro-TXB2(IS}were
monitoredatmlz642,646,698and702,respectively.
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第3節 ヒ ト尿 中 プ ロ ス タサ イ ク リン 及 び トロ ン ボ キ サ ン量 の 検 討
第1項 健 常 成 人 の 尿 中プ ロス タサ イ ク リン 量 の検 討
健 常 人11人(男 性10人 、 女 性1人 、31.8±8.3才)の尿 中2,3-dinor-6-keto-PGFIα量 を 、
[M-43]+(m/z642、646)をモ ニ タ リン グす るGCISIM法 で 定 量 した(Fig5-2,Aのspot
urine)。薬 物 を最 低2週 間 は服 用 して い な い 健 常 人 か ら食 後 午 後1時 ～4時 に尿 を採 取 し、
測 定 し た 。 そ の 結 果 、 健 常 人 尿 中 の2,3-dinor-6-keto-PGF1αの 平 均 濃 度 は78.6±30.3
pg/mgcreatinine(42～143pg/mgcreatinine)であ っ た 。 一 方 、 薬 物 を2週 間 以 上 服 用 して
い な い 健 常 人10人(男 性8人 、 女 性2人 、27.5±4.9才)の24時間 尿 を 集 め 、 そ の 中 の10
mlを用 い て2,3-dinor-6-keto-PGFIαを定 量 した(Fig.5-2,Aのpooledurine)。そ の結 果 、
2,3-dinor-6-keto-PGF1αの 平 均 濃 度 は75.2±39.Opg/mgcreatinine(42～155pg/mg
creatinine)で、87,0±37.Ong/24h(39～150ng/24h)であ っ た 。
A.2β 幽dinor-6-keto-PGF1α
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Fig、5・2'Determinationof2,3・dino卜6・keto・PGF1α(A)and11・dehydro・TXB2
(B)leve置sinhealthyadulturine.
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第2項 健 常成人 の尿 中 トロンポ キサ ン量 の検討
尿 中2,3-dinor-6-keto-PGFIα量測 定 とと もに、健 常人11人(男 性10人 、 女性1人 、
31.8±8。3才)の尿 中11-dehydro-TXB2量を測定 した。[M-43】+(π屹698、702)をモニ タ リ
ン グす るGCISIM法で定 量 した。薬物 を最 低2週 間 は服用 して いない健 常 人か ら食 後午
後1時 ～4時 に採取 した尿 を用い た結果、11-dehydro-TXB2の平均濃 度 は442±94pg/mg
creatinine(297～644P9/mgcreatinine)であ った(Fig.5-2,Bのspoturine)。一 方、 薬物 を2
週 間以 上 の間服用 してい ない健 常人10人(男 性8人 、女 性2人 、27.5±4.9才)の24時間
尿 で は、11-dehydro-TXB2の平均 濃度 は393±116pg/mgcreatinine(268～664pg/mg
creatinine)で、510±217ng/24h(241～920ng/24h)であ った。
以 上の結 果 よ り、尿 中11-dehydro-TXB2/2,3-dinor-6-keto-PGFIα量 比 の平 均 は6.3で
あ った。 また、2,3-dinor-6-keto-PGFIα及び11-dehydro-TXB2量測 定にお いて、食 後午
後1時 ～4時 の随時 採取尿 と24時間尿 で著 明な差 は認 め られ なか ったの で、以 下 の検討 は
随時 尿 を用 いて検 討 した。
第3項 糖尿病 患者 の尿 中プ ロスタサイ ク リン及び トロンボキサ ン量 の検討
糖 尿病 の治療 は、初期 にお いて薬剤治療 の他 に食事指 導 を重 点的 に受 け るこ とが多い。
本 章 におい て糖尿病 患者 のプ ロス タサイ ク リン及び トロンボ キサ ン量 を測 定す るに あた り、
食 事指 導 の下、治療 を受 けて いる入院患 者 と比 較的 自由な食生 活 を続 げて い る外 来患者 の
プ ロス タサイ ク リン/トロンボキサ ンバ ランスが健 常人 とどの よ うな差異 が あ るか検 討 し
た。
糖尿 病外来 患者 は病院 に通 院す る10人(男 性8人 、女性2人 、64.9±5.4才)の尿20ml
を用 いて2,3-dinor-6-keto-PGF1α及 び11-dehydro-TXB2を測定 した 。 尿 は主 に食 後 に採
取 した ものを用 いた。そ の結果 、尿 中2,3-dinor-6-keto-PGFIαの平均 濃度 は48.0±12.O
pg/mgcreatinine(32～63pg/mgcreatinine)、11-dehydro-TXB2の平均濃 度 は398±137
pg/mgcreatinine(209～564pg/mgcreatinine)であ った(F g.5-3のdiabetics)。糖尿 病外 来
患者 の尿 中の11-dehydro-TXB2/2,3-dinor-6-keto-PGF1α量 比の平 均 は9.0と健 常人 に比
べ て高値 で あった。
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さ らに 、糖 尿 病 入 院 患 者9人(男 性4人 、 女 性5人 、51.2±19.0才)の尿20m1を 用 い て
2,3-dinor-6-keto-PGFIa及び11-dehydro-TXB2を測 定 した 。 尿 は 主 に 食 後 に 採 取 した も
の を 用 い た 。 そ の結 果 、 尿 中2,3-dinor-6-keto-PGF1αの 平 均 濃 度 は78。4±51.Opg/mg
creatinine(21～153pg/mgcreatinine)、尿 中11-dehydro・TXB2の平 均 濃 度 は658±245
pg/mgcreatinine(439～1031p9/mgcreatinine)であ った(Table5-1)。各 人 の 尿 中 の11-
dehydro-TXB2/2,3-dinor-6-keto-PGFla量比 を 算 出 し、 そ の平 均 を 求 め る と、そ の 値 は
8.4と健 常 人 に 比 べ て 高 値 で あ った 。
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Fig.5・3Determinationof2,3・dinor・6・keto-PGFIα(A}and11・dehydro・TXB2
(B)leve置sinhealthyvolunteersanddiabetioout-patients.
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Table5-1Urinaryexcretionofprostacyclinandthromboxanemetabolitesin
healthyvolunteersanddiabetics
Group No,&Sex
(PG,P9/mgcre、)
2,3塵dinor・6・keto・PGF1α11・dehydro・TXB2TX1
prostacyclin(TX,P9/mgcre.)
healthy
volunteers
Diabetics
(out-patients)
Diabetics
(in-patients)
10M,1F
8M,2F
4M,5F
78.6±30
48、0±12★
78.4±51
442±94
398±137
658±24Stt
6.3
9.0
8.4
M=male,F=female
Valuesareexpressedasmean±S.D.
★p<0 .05vs.healthyvolunteersandin-patients
ttPく0 .01vs.healthyvolunteersandout■patients
第4節 考 察
本章では、病態 とプロスタサイ クリン、 トロンボキサン量及びそのバランス との関連性
を、糖尿病患者の尿中のプロスタサイクリン及び トロンボキサン量の指標 となる2,3-
dinor-6-keto-PGFIα量及び11-dehydro-TXB2量の定量分析 により検討 した。
定量分析を行 うにあた り、採尿する時間によ り含量の変動が有るか否かを確認す るた
め尿 中 の2,3-dinor-6-keto-PGFIα量及び11-dehydro-TXB2量を、健常人の24時間尿 と食
後午後1時 ～4時 の随時尿で分析比較 した。その結果、creatinine量当た りにす ると両定
量値に著明な差は認められず、随時尿中の測定が尿 中への排泄量を十分反映 し得るもの と
考えられた。また、糖尿病の治療は、初期において薬剤治療の他に食事指導を重点的に受
けることが多 く、患者の食生活を含めた生活環境の違いを無視できない と考え、同一環境
下で治療を受けている入院患者 と比較的自由な生活環境下で治療を受けている外来患者に
分 けて定量分析を実施 した。
外来糖尿病患者の尿中2,3-dinor-6-keto-PGFIα量は健常人に比べて有意に低 く、第3章
の 糖尿病患者の血液の分析結果を支持 した。 しかし、糖尿病入院患者の尿中では2,3一
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dinor-6-keto-PGF1α量は健常人と同等であった。逆に、11-dehydro-TXB2量は、外来糖
尿病患者の尿中では健常人 と差異は認め られず、糖尿病入院患者では健常人に比べて有意
に高か った。Inuiら58)は、NIDDM患者の尿中の2,3-dinor-6-keto-PGFIa及び11-
dehydro-TXB2量を測定 し、11-dehydro-TXB2量は健常人に比べて高値であること、2,3-
dinor-6-keto-PGFIα量は男性では健常人 と同程度、女性では健常人 より高値であると報告
している。また、Daviら59)もNIDDM患者の尿中11-dehydro-TXB2量が健常人に比べて
高いことを報告 している。一方、Harveyら6。)はIDDM患者のPG排 泄量を調べた ところ、
健常人に比べてPGE2の量が高値を示 したが、6-keto-PGFIα、2,3-dinor-6-keto-PGF1α、
TXB2、2,3-dinor-TXB2、11・dehydro-TXB2量に差は見 られなかった と報告 しているな
ど、糖尿病 と尿中の トロンボキサン量あるいはプロスタサイク リン量の関係は一定ではな
い。
しかし、今回の尿中排泄量を トロンボキサン/プ ロスタサイ クリンの比 として求める と、
健常人で約6、 外来及び入院の糖尿病患者で8以 上の結果が得 られ、 トロンボキサ ン/プ
ロスタサイク リン比 と糖尿病 との相関が認め られた。今回プ ロスタサイク リン及び トロン
ボキサン量の指標 として測定 した2,3-dinor-6-keto-PGF1αと11 dehydro-TXB2はいずれ も
ア ラキ ドン酸を基質 として各種プ ロスタグランジン合成酵素により代謝 される。各種病態
によりそれ ら酵素活性は影響を受け、産生 されるプロスタサイ クリン及び トロンボキサ ン
量が変動すると考え られ る。基質のア ラキ ドン酸量も同様であると考えられる。従 って、
糖尿病による血栓性疾患の併発を診断予測す る場合、現在汎用 されている トロンボキサ ン
量での判断では十分 とは言えず、 トロンボキサン量 と血小板凝集 に拮抗的に作用す るプロ
スタサイ クリン量 との比、すなわち トロンポキサ ン/プ ロスタサイク リン バランスの測
定が重要である と考 えられる。今回の結果は、糖尿病患者では トロンボキサン/プ ロスタ
サイ クリン バランスが血栓誘発傾向を示す ものと考えられ、本法は血栓症進行の判断に
有用である と考え られた。 しか も患者に採血 とい う負担を掛 けることな く判断ができる点
で も優れていると考え られた。 しか しなが ら、このバランスが どの程度崩れた ときに、血
栓性疾患を発症す るかについては更なる検討が必要であると考える。また、従来か ら尿中
の測定ではクレアチニンによる補正が汎用 され、その妥当性に議論が及んでいた。本法で
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は トロンポキサン/プ ロスタサイ クリン比値を求めることによりクレアチニン補正が相殺
された。
以上の結果、本法による トロンボキサン/プ ロスタサイク リン比値は糖尿病発症後の心
筋梗塞や動脈硬化症な ど血栓性疾患の合併症の誘発の危険性を示すマーカー と成 り得 る可
能性が示 され、薬剤治療や食事指導など医療現場での治療効果確認のメルクマール として
有用である と考えられる。
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第6章 総 括
日本人の魚介類を中心 とした食生活が長寿や各種疾病 の低罹患率を導くもの と考えられ
世界的に注目を集めてい る。この要因の1っ は魚介類に特徴的に含有 されるEPA及び
DHA等 の ω3系高度不飽和脂肪酸の摂取である可能性が高い。EPAやDHAは 、 ω6系
高度不飽和脂肪酸のア ラキ ドン酸 と対比 してその生理作用が研究 されてお り、現在 までに
循環器系、中枢系をは じめ様々な作用が確認 されている61'es)。しか し、その生体における
必要量な どについては、活性代謝体であるプ ロスタグランジンや ロイ コ トリエンなどのプ
ロスタノイ ドの生体内での量的実態をまず明らかにす る必要がある。そこで、EPA由来
の血小板凝集抑制作用 を有する3型 プ ロスタサイク リンの生体内動態を知る上で有用な
△i7-6.keto-PGFIαのGCIS Mによる微量分析法の確立 し、病態 との関連性 を検討 した。 さ
らに、2型 プロスタサイ クリンの尿中での定量法を確立 し、 トロンポキサン/プロスタサ
イク リン バランス と病態 との相関について検討 した。
第1章 では、3型 プ ロスタサイクリンの血 中の安定代謝産物の △1〒-6-keto-PGFIαの標品
調製法の確立 と['802]標識体を内部標準物質 とした定量法の開発 を行った。牛大動脈 内皮
細胞を酵素源にEPAか らの生物変換を行い、HPLCを用いて放射活性及びUV吸 収か ら
変換体を分離 ・精製 した。そのME-MO-DMIPSエーテル誘導体は、GC/MS分析におい
て分子イオ ンのm/z711、イソプロピル ラジカル の脱離 イオ ン[M-43]+に由来するin/z668
が2型 プロスタサイク リン由来の6-keto・PGFIαの同誘導体の対応するフラグメン トイオ
ン よりも、2マスユニ ッ ト少ない値を示 した ことか ら、 △17-6-keto-PGF1αと同定 され、標
品調製に成功 した。次に、【i802]標識体の作製を行い、[1802]と【i801]の生成比がそれぞ
れ75.2と23.6%、未反応の △"-6・keto-PGFIctは1.2%以下 と、内部標準物質 として使用可
能な[1sO2]体の作製に成功 した。調製 した[isO2}体を用いてGCISIM法で検量線を作製 し
た ところ、10pg～5ng(r=O.9983)において直線性が得 られた。 この方法を用いて血 中
の △17-6-keto-PGF1αの測定を行ったところ良好な結果が得 られ、血 中△17-6-keto-PGF1αの
定量法を確立 した。
第2章 では、GCIMSを用いた生体試料中の3型PGの 超微量定量法の前処理を迅速か
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つ簡 便 に行 うため 、また よ り高感 度化 をはか るため、抗3型PGに 特徴的 な ω301efin構
造 を認識 す るモ ノク ローナ ル抗体 を作製 した。 ω301efin構造すな わ ちcis3-hexen-1-olと
HSAと の結 合体 を活性 エ ステ ル法 に よ り調製 し、感作 原 として用い てモ ノク ロー ナル抗
体 を作 製 した。得 られ たモ ノク ローナル抗 体4G9-12Bの、△17-6-keto-PGF1α、6-keto-
PGF1αに対す る反応性 を阻害ELISA法に よ り検討 した。そ の結果 、△17-6-keto-PGF1αの
添 加時 に のみ100fmo1から100pmoiにおい て用量 依存的 な阻害が 認 め られ た。 次 に、 同
抗 体 のイ ムノア フィニテ ィ カ ラム を作製 し、EPAを摂取 した ヒ ト血液 か ら △17-6-keto-
PGFIctを回収 した。本 法 は △17-6-keto・PGF1αの分析 法の ク リー ンア ップ法 として、 選択
性 の高 い、簡 便な 方法 であ る ことが 明 らか にな った。
第3章 で は、 プ ロス タサイ ク リン産生 と病態 との関連性 を明 らか にす る 目的 で、健常 人
とNIDDMの 血 中の2、3型 プ ロス タサイ ク リンの量 を測定す る とともに、EPAの 摂取 に
よ って血 中総 プ ロス タサイ ク リン産生量が 実際 に充進す るか 否か を検 討 した。NIDDMの
血 中で は、40%以 上の 試料 において6-keto-PGFIα量が10pg/rnl以下 と健 常人 に比べ て低
値 であ った。 これ は、糖尿 病患 者では血液 凝 固系が充進 し、 プ ロス タサイ ク リンの産生 量
の低 下 が血栓症 な どの合併 症 の発 症 の一 因にな ってい る可 能性 を示 した。 また 、 △17-6-
keto-PGFIαの量 は、NIDDM、 健 常人 とも約90%以 上 の試料 におい て10pg/mi以下 で
あ った。 次 に、EPAの 摂取 をNIDDMを 対象 に実施 した。そ の結 果 、血 中の △17-6-keto-
PGFIα及 び6-keto-PGF1α量 は共 に増 加 した。 特 に、6-keto-PGF1αの産 生 はEPAを 摂取
してい ないNIDDMに 比べ て改善傾 向 を示 し、含量 が10pg/ml以下 の患 者 の割 合 は減少
した。 この よ うに、EPAの 摂取 に よ り3型 のみ な らず 、2型 のプ ロス タサイ ク リンの産
生量 が増 加す る こ とは、EPAが 糖 尿病患 者の血液 凝 固系を改善 させ 、糖 尿 病 の合併症 と
して重篤 な心筋 梗塞や 動脈 硬化症 な どの予 防 に役 立つ可能 性 を示 した。
第4章 で は、生体 内の プ ロスタサイ ク リン/トロンボキサ ンバ ランス の変 化 を解 析 す る
目的 で、 採取が 容易 で試料 採取 の刺 激 による人工 的な産生 のない 、尿試 料 を用 いた分析 法
を確 立 した。2型 プ ロス タサイ ク リンの指標 と して尿 中主要代 謝産物 で ある2,3-dinor-6-
keto-PGFIαを用 い た。尿 中よ り抽 出 した2,3・dinor-6-keto-PGF1αは酸 性条件 下 でス ピロ
ラク トン体 とし、0-methylhydroxylamine-HCIによ りラク トン環 の開環反応 を行い メチ
一49一
ルオ キ シム化 した。 さ らに、 メチル化 後、DMIPSエーテル誘 導体 に導 き、GCIMS分析 を
行 った。 この誘導 体 は、DMIPSエーテル 誘導体 に特徴 的で あ る[M-C3H7】+イオ ン(m/z
642)をべ 一 ス ピーク として与 えた。 この フラ グメン トイオ ン をモニ ター リングイ オ ン と
して 開発 した本 定量法 は尿 中の2,3-dinor-6-keto-PGFIα量 の測定 に有用 で あ るこ とが 示 さ
れ た 。
第5章 では、 トロンポ キサ ン/プロス タサイ ク リン バ ランス と病 態 との関係 を明 らかに
す る 目的 で、健 常人及 び糖 尿病患 者尿 中の2,3-dinor・6-keto-PGFIα及 び11-dehydro-TXB2
の定量 を検 討 した。健 常人 の尿 中の2,3-dinor-6-keto-PGF1α及 び11-dehydro・TXB2量を
随時採 取尿 と24時 間 尿で検 討 した ところ、 ク レアチ ニ ン補正 によ り両検 体 間に著 明な差
は認 め られ なか った。 また、健常 人の尿 中の11-dehydro-TXB2/2,3-dinor-6-keto-PGF1α
量比 の平均 は6.3であ った。 次 に糖 尿病 患者 の尿 中の2,3-dinor-6-keto-PGFIα及び11-
dehydro-TXB2量を測定 した。外 来患者 の2,3-dinor・6-keto-PGFIα量 は健 常人 に比べ て低
値 を示 し、第3章 の結果 を支持 した。 また、11・dehydro-TXB2/2,3-dinor-6-keto-PGF1α
量 比は 、糖尿病 患 者で8以 上 と健 常人 に比べ て高値 を示 し、 糖尿病 患者 の トロンボ キサ
ン/プ ロスタサイ ク リン バ ランスが血栓 誘発 傾 向に変化 してい る こ とを示 した。 本法 は、
糖 尿病 発症後 の血栓 症 な どの合併症 の誘発 の危 険性 を示 す メル ク マール と して有用 で あ る
と考 え られ た。
以上 の研究結 果 よ り、2型 、3型 プ ロスタサイ ク リンの定量 法及 び評価 系が確 立 され 、
病 態 との相 関性 を明確 に示す ことが 可能 にな った。今後 、 この評価 系が ます ます各 種疾 患
の診断や 予 防に応用 され る ことが期待 され る。
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第7章 実験材料及び方法
第1節 第1章の附属実験
試 薬 及 び 材 料
5,8,11,14,17-Eicosapentaenoicacid(EPA)(純度99%)、 【3,3t,4,4'-2H4】6-keto-PGF1α
(同位 体 純 度95%)は 、 そ れ ぞ れ マ ル ハ(株)、UpjohnPharmaceuticals(株)より恵 与
され た 。[1・i4C]-5,8,11,14,17-eicosapentaenoicacidはAmershamInternationalCo.Ltd.
(UnitedKingdom)より、 重 酸 素 水(純 度95～97%)はMSDisotopes(Montreal,Canada)
よ り、Chem-Elut(CE1050,CE1003)はAnalyticalChemCo,Ltd,(HarborCity,CA
USA)よ り、Sep-PakC18はWatersMiliporeCo.Ltd.(Milford,USA)より、Sephadex
LH-20はPharmaciaCo.Ltd.(Uppsala,Sweden)より、DMIPS-imidazole(DMIPI)、0-
methylhydroxylamine・HCIは東 京 化 成 工 業(株)よ りそ れ ぞ れ 購 入 した 。 そ の 他 有 機 溶 媒
は 、 和 光 純 薬 工 業(株)の 特 級 試 薬 を 用 い た 。
ジ ア ゾ メ タ ン は 、N-methyl-N-nitroso-p-toluenesulfonamide(和光 純 薬 工 業(株))を
用 い 、 常 法67)に従 って 調 製 した 。
生物変 換 に よる △17-6-keto-PGFIαの調製 法
仙 台市食 肉衛 生試験 所 よ り恵与 された新鮮 な牛大 動脈2㎏ よ り剃 刀 で表面 の内 皮層 を
剥離 し、氷 冷PBS(phosphate-bufferedsaline)に懸濁 させ た。 それ に、3mgのEPA及
び[1-i4C1-5,8,11,14,17-EPA(1.2x106cpm)を加 え、ポ リ トロン ・ホモ ジナイ ザ ーにて均
一一に した。 次 に、37℃ で30分 間振 とうさせ、 生物変換 を行 った。1N塩 酸 を加 え、pH
3.5にして 、反応 を終 了 させ た。
この反応 液 を1500xg、5分間遠心 し、そ の上清 をChem-Elutに添加10分後 に6倍 量
の酢酸 エチル で溶 出 した。酢酸 エチル を減圧留 去後 、15%エタノ ール 溶液(pH3.5)を加
え、超音 波処理 に よ り溶解 した。 さ らに溶解 液 をSep-PakC18に添加 した後 、15%エ タ
ノール10ml、ヘ キサ ン10mlにて洗浄後 、酢酸 エチル10mlでPG画 分 を溶 出 した 。そ
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の溶出液の溶媒を留去 した後、HPLC移動相200μ1を加 え、超音波処理を行い溶解 させ、
均一に した後、エ ッペ ン ドルフチューブに移 し、4℃で15000Xg、10分間遠心 した。 こ
の上清をHPLCに付 した。
HPLCの条件は以下の通 りである。
HPLC装置:
検出器:
カラム:
移動相の組成:
流速:
880-PU(日本 分 光(株)製)
875-UV(日本 分 光(株)製)
Cap㏄ll-PakC18(4.6x250mm、資 生 堂(株)製)
水:ア セ トニ トリル:酢 酸=770:230:2,蜘、
1ml/min
また、検 出 は192nmの吸 光度 と1mlず つ フ ラクシ ョンコ レクタ ー(PharmaciaCo.
Ltd.製)で分取 後、 シ ンチ レー シ ョンカ ウンター に よるで放 射活性 の測定 で行 った。
ガ ス ク ロマ トグ ラフィ ー/マ ススペ ク トロメ トリー(GCIMS)
VandenBergソル ベ ン トレス注入装 置 を装 着 したV.G,AnalyticalCo.Ltd.製AutoSpec
型GCIMS装 置(ガ ス ク ロマ トグ ラフィー システ ムはHewlettPackardModel589011、デ
ー タ処 理 システ ム はVAXstation3100)と日本 電子DX303型GCIMS装 置(ガ ス ク ロマ
トグラフ ィー システ ム はMS-GCGO6、デー タ処 理 システ ムはDA・5000)を用 い た。
GCIMSの条件 は以 下 の通 りであ る。
カ ラム:65%methylphenylpolysiloxane化学結合型 溶融 シ リカキ ャ ピラ リー カ ラム
(MP65HT)25mxO.25mmi.d.,膜厚O 1pm(QuadrexCo.Ltd.製)
カ ラム温 度:初 期 温度200℃、昇温条 件200-320℃(10℃/min)、最 終温度320℃ で3
min保持
キャ リアーガ ス流 速:ヘ リウム(線 速度:30cm/s)
GC注 入 口温度:320℃
イオ ン化法=EI法
イオ ン源 温度:250℃
加速 電圧18kV(AutoSpec型GCIMS)、3kV(DX303型GCIMS)
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イ オ ン 化 電 圧:70eV
トラ ップ 電 流:300pA
装 置 分 解 能:1000
質 量 数 範 囲:100-800(掃 引 速 度1,5sec)
一 方 、GCISIMは 、 △17-6-keto-PGFIαと内部 標 準 物 質 の[i802]△17-6-keto-PGFIαは 各 誘
導 体 か ら、 イ ソプ ロ ピル ラ ジカ ル の 脱 離 した[M-43]+のm/z668及びm/z672を 、6-
keto-PGFlαと内 部 標 準 物 質 の[3,3t,4,4'-2H4]6-keto-PGFIαはm/z670及 びm/z674を モ
ニ タ リン グイ オ ン と して 、 装 置 分 解 能1000、5000及び10000で 測 定 した 。
誘導 体調 製法
試 料 に100plの0.5%0・methylhydroxylamine-H()/pyridineを添 加 し、60℃ で1時 間
反応 させ メチル オ キ シム 化 した後 、窒素気 流下 ピ リジンを留去 した。 次 に、 メタノール
0.1mlを加 え、超 音波 を使用 して溶解 し、 ジア ゾ メタン エー ーテル溶 液05m1を 加 え、室
温 で30分 放置 しメチル 化 した後 、反応液 を減圧 下留去 した。次 に、残 渣 に30plDMIPSI
を加 え、60℃で1時 間加 温 しシ リル 化を行 った。 さ らに、ヘ キサ ン2mlを 加 え溶解 させ 、
ヘ キサ ンで平衡 化 したSephadexLH-20colu㎜(高さ3cm、内径0.8cm)に添加 し、ヘ キサ
ン4mlで 溶 出 した。 溶媒 留去後 、ヘ キサ ン/ピリジン(99:1)100plに溶解 し、GCIMS用
試料 とした。
[1802]△17-6-keto-PGFIαの作 製法
[i802]△17-6-keto-PGFIαはStrifeとMurphyの方法16}に従 い調製 した。40μgの △i7・・6-
keto-PGFlαを0.2m1のメ タノール で溶解後 、1.Omlジア ゾ メタン エー ーテル 溶液 を加 え、
室温 で30分 放 置 しメチル エ ステル化 を行い、減 圧下 、溶媒 を留去 した。残 渣 に金属 リチ
ウム と重酸素 水 よ り調製 したO.2NLi'80Hを0.1ml加え、2時 間超 音波処 理 し加水 分解 を
行 った。 次 に反 応液 を0.5NHClで酸性(pH2)と した後、 △17-6-keto-PGFIαと[1802]△17-
6-keto-PGF1αを酢 酸エ チル で抽 出 した。 さ らに、洗浄 水が酸性 を示 さな くな るまで水 洗
し、 脱水 後、溶 媒 を減 圧留 去 した。 これ をメチル エ ステル 化、加 水分解 の操 作 を6回 繰 り
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返 す こ と に よ り、 △17-6-keto-PGFIαの180標識 体 を作 製 した。
ヒ ト血 中か らの試 料 の調整 法
血 液20mlを予 め2.8mMの イ ン ドメ タシン、3.4mMのEDTA及び150mMの クエ ン
酸 を入 れ た試験管 に採 取 し、直 ちに4℃ 、3000rpmで10分間遠心分 離 し、 その上 清 を10
ml回収 した。 次に 、内部 標準物 質 として[1802]△17-6-keto-PGF1α(1ng)及び[3,3i,4,41-
2H4】6-keto-PGF1α(5ng)を添加 し、1NH(;にてpH3.5とした後、30分間室温 に放 置 した 。
その後 、Chem・Elutに添加 し、10分後 に酢酸 エチル50mlで溶 出 した。酢 酸 エチル を減 圧
留去後 、15%エ タノ ール溶液(pH3.5)を加 えて溶解 した。 さ らに反応 液 をSep-PakC18
に添加 した後、15%エ タノール10ml、ヘ キサ ン10m1にて洗 浄後 、酢 酸エ チル10mlで
△'7-6-keto-PGFIαと6-keto-PGFIαの画 分 を溶 出 した。溶媒 留去後 、 上記 の 「誘導 体調 整
法 」 に よ り誘導体 化 を行 い、GCISIM用試料 と した。
第2節 第2章の附属実験
動物
BALB/c系雌性マウスは東北大学医学部附属動物実験施設よ り購…入 した。
試 薬 及 び 材 料
Humanserumalbumin(HSA)はSigmaChemicalCompany(St.Louis,Mo.USA)より、
ア ミノ プ レー トは 住 友 化 学 工 業(株)よ り、SephadexLH-20はPharmaciaCo,Ltd.
(Uppsala,Sweden)より、cis-3-Hexen-1-ol、trans-3-hexene-1-ol、DMIPSI、polyethyene
glyco1、0-methylhydroxylamine-HCIは東 京 化 成 工 業(株)よ りそ れ ぞ れ 購 入 した 。 ま た 、
5,8,11,14,17-eicosapentaenoicacid(EPA)(純度99%)は 、 マ ル ハ(株)よ り恵 与 され た 。
そ の 他 有 機 溶 媒 は 、 和 光 純 薬 工 業(株)の 特 級 試 薬 を用 い た 。
ジア ゾ メ タ ンは 、Nmethyl-Nnitroso-p-toluenesulfonamide(和光 純 薬 工 業(株)製)
を用 い 、 常 法 の に従 っ て 調 製 した 。
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培 地及 び培 養
10%(v/v)Fetalcalfserumを含 むRPMI培 地 に抗 生物質 水溶液(最 終 濃度:penicillin-G
100U/mi,streptomycin100p9/mi,kanamycin60p9/ml)をろ過滅 菌 して加 えた。RPMI
1640は東北大 学 医学部 組織 培養 室に て調 製 され たGIBCOCo,Ltd,製の もの を使 用 した。
培養 は37℃ 、5%CO2条 件下 で行 った。
マ ウスモ ノク ローナル抗 体 の作製法
Hosodaらの活性 エ ステル法M)によ りcis3-hexen-1-olとヒ ト血 清 アル ブ ミン(HSA)の
複 合体 を作 製 し、BALBIc系雌性 マ ウス(8週令)に5日 間隔 で50pgずつ計5回 免疫 した
(初回は皮 下、2、3回 目は 腹 腔、4、5回 目は静 注)。初回免疫 は100plのサ ンプル に等
容 量 の フ ロイ ン ト完全ア ジュバ ン トを加 えた懸 濁液 で、2、3回 目は同様 に フロイ ン ト不
完 全ア ジ ュバ ン トを加 えた懸 濁液で行 った。最 終免疫 か ら3日 後 に脾 臓 を摘 出 し、脾 細胞
をSP2/0-Ag14-k13ミエ ローマ細胞 と5:1の 割合 でポ リエ チ レング リコール(PEG)法68)
に よ り細胞 融合 を行 った。 これ らハイ ブ リ ドーマ培養 上清液 の スク リーニ ングは、 免疫原
を抗原 と して、 また2次 抗 体 と してア ルカ リホ スファ ターゼ標 識抗 マ ウスIg抗 体 を用 い
た直接ELISA法 に よ り行 った。
阻害ELISA法
cis・3・Hexen-1-01のN一ス クシンイ ミ ドエステル 体7.5pgを抗原 と して、 ア ミノプ レー ト
に固相 化 し、1%BSA/PBS溶液で ブ ロッキ ング を行 った。50μgの抗 体 添加 時に阻 害剤 と
して各種PGを 、また2次 抗体 としてアルカ リホ スフ ァターゼ 標識抗 マ ウスIg抗体 を用
い た阻害ELISA法 に よ り、反応 性の評価 を行 った。
イ ムノア フ ィニテ ィーカ ラム の作 製法
BALB/c系マ ウス を用 い て調製 した腹水化抗 体 を、DEAE-HPLCシステ ム(日本 分 光(株)
製)でIgG画 分 に精 製 した後 、affigel-101gとO.05MMOPSbuffer5ml中で、室 温 下
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12時間 反応 させ た。次 に、Tris-HCIbuffer(pH8.0)で2時間 、未 反応残 基の ブ ロ ッキ ン
グ処 理 を行 った後 、5mlの シ リン ジカ ラム(高 さ7cm、内径1cm)に0.8ml充填 し実 験
に供 した。
ヒ ト血 中か らの試 料 の調整 法及び 誘導体 化法
血 液10mlを 予 め2.8mMの イ ン ドメタシ ン とヘ パ リン を入れ た試験管 に採 取 し、4℃、
3000rpmで10分間 遠心分 離 し、血漿 を5ml回 収 した。次 に、内部 標準 物質 と して
[1802]△%-keto-PGFIαを1ng添 加 後、予 め20mlのPBSで 平 衡化 しておい たイム ノア フ
ィニテ ィ ーカ ラム に添加 した。 次に、蒸 留水20mlで洗浄後 、95%メ タノ ール20mlで
△'7-6-keto-PGF1α画分 を溶 出 した。 溶媒留 去後、 第1章 の附属 実験 の 「誘 導体 調製 法」 に
従い 誘導 体化 を行 い、GCISIM用試 料 と した。
ガ ス ク ロマ トグラ フィー/マ ス スペ ク トロメ トリー(GCIMS)
第1章 の附属 実験 の 「ガ ス ク ロマ トグ ラフィー/マ ス スペ ク トロメ トリー」 に従 ったが 、
カ ラム温度 を以 下 の条 件 で実施 した。
カ ラム温度:初 期温度200℃で5min保 持、 昇温条件200-320℃(10℃/min)、最 終温 度
320℃で3min保 持
第3節 第3章の附属実験
試 薬 及び材 料
EPA製剤 のエパ デ ール300は、持 田製 薬(株)よ り恵与 され た ものを用 いた。[3,3',4,
4'・2H4】6-keto-PGF1α(同位体純度95%)は 、UpjohnPharmaceuticals(株)より恵 与 され
たeイ ン ドメタ シン及びEDTAは 和光純 薬工業(株)よ り、Bond-ElutSiはAnalytical
ChemCo.Ltd.(HarborCity,CA,USA)より、 ep-PaktC18はWatersMiliporeCo.
Ltd.(Milford,USA)より、DMIPSI、0-methylhydroxylamine-HCIは東京化 成工 業(株)
よ りそれ ぞれ購 入 した。 そ の他 有機溶 媒 は、和 光純薬工 業(株)の 特級試 薬 を用 い た。
一56一
ジ ア ゾ メ タ ン は 、N-methyl-N-nitroso一ρ一toluenesulfonamide(和光 純 薬 工 業(株)製)
を用 い 、 常 法67)に従 って 調 製 した 。
ヒ ト血 中か らの試料 の調整 及び誘 導体化法
血 液2.5mlを予 め2.8mMの イ ン ドメ タシン、3.4mMのEDTA及 び150mMの クエ ン
酸 を入れ た試験 管 に採 取 し、直 ちに4℃ 、3000rpmで10分間遠心 分離 し、そ の上清 を1
ml回収 した。 内部標 準物 質 と して[1802]△17-6-keto-PGF1α(1ng)及び[3,31,4,4'-2H4]6-keto-
PGFIα(5ng)を添加 し、1N塩 酸 でpH2.5とし1時 間室 温で放置 した。 予 め メタノール
10ml、1N塩酸 でpH2,5にした蒸 留水10mlで平衡 化 したSep-PaktC18に試 料 を添加 し、
1N塩酸 でpH2.5にした蒸留水2m1、 次い でヘ キサ ン5mlで 洗 浄後 、酢酸 エチル10ml
で 目的 とす るPG画 分 を溶 出 した。溶媒 留去後 、100plの0.5%0-methylhydroxylamine-
HCl/pyridineを添加 し、60℃ で1時 間反応 させ ラク トン環 の開環 反応 を行 い メチル オキ
シム化 した後 、窒素 気流 下 ピ リジンを留去 した。 次 に、0.5mlメタノール を加 え、超 音波
処理 を行 い溶解 し、 ジア ゾ メタ ン エー ーテル溶 液1mlを 加 え、室温 で30分 放 置 して メチ
ル化 を行 った。 溶媒 を減圧 下留去 後、残渣 に30μlDMIPSIを加 え、60℃で1時 間 加温 し
シ リル化 を行 った。 これ に、2mlヘキサ ンを加 え溶 解 させ 、ヘ キサ ンで平衡 化 したBond-
ElutSiカラム に添加 し、ヘ キサ ン 酢ー酸エ チル(9=1、vル)10m1で溶 出 した。溶 媒 留去
後、100plヘキサ ン/ピリジ ン=99:1で溶解 し、GC/SIM用試料 と した。
ガ スク ロマ トグ ラフィー/マ ススペ ク トロメ トリー(GC/MS)
第1章 の附属 実験 の 「ガ ス ク ロマ トグ ラフィー/マ ススペ ク トロメ トリー」 に従 った。
第4節 第4章の附属実験
試 薬 及 び 材 料
2,3-Dinor-6-keto-PGF1αはCaymanChemicalsCo.Ltd.(AnnArbor,MI,USA)より、
CreatinineTestKitWako、Kieselgel60は和 光 純 薬 工 業(株)よ り、Bond-ElutSiは
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AnalyticalChemCo.Ltd.(HarborCity,CA,USA)より、 ep-PaktC18はWatersMilipore
Co.Ltd.(Milford,USA)より、DMIPSI、0-methylhydroxylamine-Hαは 東 京 化 成 工 業(株)
よ りそ れ ぞ れ 購 入 した 。 ま た 、[19,19,20,20'-2H]2,3-dinor-6-keto-PGFIα(同位 体 純 度95%)
は 、UpjohnPharmaceuticals(株)より恵 与 され た 。そ の 他 有 機 溶 媒 は 、和 光 純 薬 工 業(株)
の 特 級 試 薬 を用 い た 。
ジ ア ゾ メ タ ン は 、N-methyl-N-nitroso-p・toluenesulfonamide(和光 純 薬 工 業(株)製)
を 用 い 、 常 法 の に 従 っ て 調 製 した 。
ヒ ト健 常 人尿 中か らの試 料 の調 製
健 常成 人尿5mlを 量 り とり、O.5NHCIにてpH2.5としたの ち、内部 標準 物質 と して
[19,19',20,20L2H】2,3-dinor-6-keto-PGFIα(1㎎)を添加 し、1時 間室 温 に放置 した。次 に
Sep-PaktC18に添加 し、蒸 留水10m1、ヘ キサ ン10mlで洗浄 後 、酢酸 エ チル10mlで溶
出 させ た。そ の溶 出液 の溶媒 を留去 した後 、酢酸 エチル1m1及 び ヘ キサ ン2m1を 加 えて
溶解 させ 、ヘ キサ ン:酢 酸 エチル=2:1(10ml)で平衡 化 したKieselgel60カラム(230～
400mesh,5xO.5cm)に添加 し、 さらにヘ キサ ン:酢 酸 エチル=・2:1(8ml)で洗浄 後 、ヘ
キサ ン:酢 酸 エチル=1:1(20ml)にて洗浄 し、ヘ キサ ン:酢 酸エ チル=1:2(50ml)で目
的 とす る画 分 を溶 出 させ、 溶媒留 去後、 誘導体 化の試料 とした。
誘 導体 調製 法
試料 に、100plの5%0・methylhydroxylamine-HCI/pyridineを添加 し、60℃ で1時 間
反 応 を した後 、窒 素気 流下 ピ リジンを留去 した。飽和食 塩水0.2m1を加 え、 酢酸 エチル3
mlで2回 抽 出 した。酢 酸 エチル 層 を合 し、減 圧下溶媒 を留 去 した後 、 メタノ ール0.2ml
を加 え、超音 波処 理 を行い溶 解 した。 ジア ゾ メ タン エー ーテル 溶 液0.8mlを加 え、室 温で
30分放置 した後 、 反応液 を減 圧下留去 した。 さ らに、酢酸 エチ ル0.5m1及びヘ キサ ン0.5
mlを加 えて溶解 させ 、ヘ キサ ン1酢 酸エ チル ニ1:1(10ml)で平 衡 化 したKieselge160カ
ラム(230～400mesh,5xO.5cm)に添 加 し、 ヘ キサ ン=酢 酸 エ チル=1:1(20ml)で洗 浄後 、
酢 酸エ チル20mlで 目的 とす る画 分 を溶 出 させ 、溶媒 留去後 、残 渣 に50μ1のDMIPSIを
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加 え、60℃で30分 加 温 した。反応 後、ヘ キサ ン2mlを 加 えて溶解 させ、 ヘキサ ンで平衡
化 したBond-ElutSiに添 加 し、 さ らにヘ キサ ン4mlで 洗浄後 、ヘ キサ ン=酢 酸エ チル=
10:1(6ml)でME-MO-DMIPS誘導体 を溶 出 させ た。減 圧下溶媒 を留 去後、ヘ キ サ ン/
ピ リジ ン(99:1)100μ1で溶 解 し、GCIHR-SIM用試料 と した。
ガ ス ク ロマ トグラフィ ー/マ ススペ ク トロメ トリー(GCIMS)
VandenBergソルベ ン トレス注入 装置 を装 着 したV.G.AnalyticalCo.Ltd,製AutoSpec
型GCIMS装 置(ガ スク ロマ トグラ フィー システ ムはHewlettPackardModel589011、デ
ー タ処理 システ ムはVAXstation3100)を用 い た。
GCIMSの条件 は以下 の通 りで ある。
カ ラム:methylsilicone(DB-1)化学結合型 溶融 シ リカキ ャピ ラ リーカ ラム25mxO.25
㎜i.d.膜厚0.1pm(J&WScientificCo.Ltd.製)
カ ラム 温度:200℃ で1min保持、200-310℃(10℃/min昇温)、最 終温 度310℃で8
min保持
キ ャ リア ーガ ス流速:ヘ リウム(線 速度:25cm/s)
GC注 入 口温度:320℃
イオ ン化法:EI法
イ オ ン源温 度:250℃
加 速 電圧:8kV
イオ ン化電 圧:70eV
トラ ップ電 流:100μA
装置 分解能11000
質量 数範 囲:90-800(掃引速度1.5sec)
一 方、GCIHR-SIMは、2,3-dinor-6-keto-PGFIαはm/z642.4041、[2H4]-2,3-dinor-6-
keto-PGF1αはmi(z646.4239をモニ タ リングイ オ ン と して、装 置分解 能5000または
10000で測 定 した。
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第5節 第5章の附属実験
試 薬 及 び 材 料
2,3-Dinor-6-keto-PGFIα、11-dehydro-TXB2及び[3,3,4,4-2H4]11-dehydro-TXB2(同位
体 純 度95%)はCaymanChemicalsCo.Ltd.(AmlArbor,MI,USA)より、CreatinineTest
NtWako、Kieselgel60は和 光 純 薬 工 業(株)よ り、Bond-ElutSiはAnalyticalChemCo.
Ltd.(HarborCity,CA,USA)より、Sep-PaktC18はWatersMiliporeCo.Ltd.(Milford,
USA)よ り、DMIPSI、0-methylhydroxylamine-Hα、n-propylamineは東 京 化 成 工 業(株)
よ りそ れ ぞ れ 購 入 した 。 ま た 、[19,191,20,20,-2H]2,3-dinor-6-keto-PGFIα(同位 体 純 度95%)
は 、UpjohnPharmaceuticals(株)より恵 与 され た 。そ の他 有 機 溶 媒 は 、和 光 純 薬 工 業(株)
の 特 級 試 薬 を用 い た 。
ジア ゾ メ タ ン は 、N-methyl-N-nitroso-p-toluenesulfonamidc(和光 純 薬 工 業(株)製)
を用 い 、 常 法67)に従 っ て 調 製 した。
ヒ ト尿 中か らのプ ロス タサイ ク リンの調整 及び誘 導体化 法
第4章 の 附属実験 の 「ヒ ト健 常人尿 中か らの試料 の調 製」 を改 良 して 行 った。
ヒ ト尿10m1を量 りと り、1NHCIにてpH2.5としたの ち、 内部 標 準物質 と して
【19,19。,20,20,-2H】2,3-dinor-6-keto-PGFtu(1ng)を添加 し、30分間 室温 に放置 した。次 に
Sep・PaktC18に添加 し、 蒸留水10ml、ヘキサ ン10mlで洗 浄後 、酢 酸エ チル10mlで溶
出 させ た。そ の溶 出液 の溶媒 を留去 した後、ヘ キサ ン1酢 酸 エチル=2:1(3ml)を加 えて
溶 解 させ 、ヘ キサ ン=酢 酸 エチル=2:1(10ml)で平衡 化 したKieselgel60カラム(230～
400mesh,5xO.5cm)に添加 し、 さ らにヘ キサ ン=酢 酸 エチル=2:1(8m1)で洗浄 後、 ヘ キ
サ ン=酢 酸 エチル=1:2(10ml)にて洗浄 し、ヘ キサ ン:酢酸 エチル=1:3(10ml)で目的 と
す るPG画 分 を溶 出 させ た。
試料 中の溶媒 を減 圧留 去後、1%0-methylhydroxylamine-HCI/pyridine100plを添 加
し、60℃ で1時 間反応 させ、 窒素気流 下 ピ リジンを留去 して メチルオ キシム 誘導体 を調
製 した。 次い で、 メ タノ 一ール0,2mlを加 え超音 波処理 を行 い溶解 し、 ジア ゾ メタン エー ー
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テル溶 液0.8m1を加 え室 温で30分 放置 し、 メチル化後 、反応液 を減 圧下留 去 した。残渣
に20plのDMIPSIを加 え60℃ で30分 間加温 しシ リル化 を行 った後、 ヘキサ ン2m1を
加 え溶解 させ、ヘ キサ ンで平 衡化 したBond-ElutSiに添加 し、 さ らにヘ キサ ン4mlで 洗
浄 後、 ヘ キサ ン=酢酸エ チル ニ98:2(10ml)でME-MO-DMIPS誘導体 を溶 出 させ た。溶
媒 留去後 、ヘ キサ ン/ピ リジ ン(99:1)100plで溶解 し、GCISIM用試 料 とした。
ヒ ト尿 中か らの トロンボ キサ ンの調整及び 誘導体 化法
尿 中の トロンボ キサ ンの定量法 はIshibashiら5Dの方法 を改良 して 行 った。
ヒ ト尿10mlを量 りと り、1NHC1に てpH2.5としたの ち、 内部標 準物 質 として
[3,3,4,4-2H4】11-dehydro-TXB2(1ng)を添加 し、1時 間室温 に放置 した。 次 にSep-Pak
tC18に添加 し、 酸性 の蒸留水10m1、ヘキサ ン10mlで洗浄 後、酢 酸 エチル10mlで溶 出
させ た。 そ の溶出液 の溶媒 を留 去 した後、 メタノール0.1rn1を加 え、超 音 波 を使用 して溶
解 させ 、 ジア ゾ メタ ン エーー テル溶液1.Omlを加 え、室 温 で15分 放 置 し、 メチル 化 を行 っ
た。そ の後、ヘ キサ ン:酢 酸 エチル=2:1(3ml)を加 えて溶 解 させ 、ヘ キサ ン:酢 酸 エチ
ル=2:1(10m1)で平 衡化 したKieselge160カラム(230～400mesh,5xO.5cm)に添加 し、
さ らにヘ キサ ン:酢 酸 エチル=2:1(10ml)で洗浄後 、ヘ キサ ン1酢 酸 エチ ル=1=1(10ml)
で 目的 とす るPG画 分 を溶出 させ た。
試 料 中の溶媒 を減圧 留去 後、n-porpylamine300μ1を添加 し、室 温で15分 間反応 させ
た。 次 に、窒素 気流 下過剰 のn-porpylamineを留去後、残 渣 に20μ1のDMIPSIを加 え、
60℃で30分 間加温 しシ リル化 を行 った。反応終 了後 、 ヘ キサ ン2mlを 加 え溶解 させ 、
ヘ キサ ンで平衡 化 したBond-ElutSiに添加 し、 さ らにヘ キサ ン4m1で 洗浄 後、ヘ キサ ン:
酢酸 エチ ル ニ98:2(10ml)でME-MO-DMIPS誘導体 を溶 出 させ た。溶 媒留 去後、 ヘ キ
サ ン/ピ リジン(99:1)100plで溶解 し、GCISIM用試 料 とした。
ガ スク ロマ トグラ フィー/マ ススペ ク トロメ トリー(GCIMS)
VandenBergソルベ ン トレス注入装 置 を装 着 した 日本電子DX303型GCIMS装 置(ガ
ス ク ロマ トグ ラフィー システ ムはMS-GCGO6、デ ータ処理 システ ムはDA-5000)を用 い
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た 。
GCIMSの 条 件 は 以 下 の 通 りで あ る。
カ ラム:methylsilicone化学 結 合 型 溶 融 シ リカ キ ャ ピ ラ リー カ ラ ム25mxO.25mmi.d,,
膜 厚0.1pm(DB-5,J&WScientificCo.Ltd.製)
カ ラム 温 度:200℃ で1min保 持 、200-320℃(8℃1min昇温)、
キ ャ リア ー ガ ス 流 速:ヘ リウ ム(線 速 度:30cm/s)
GC注 入 口温 度:320℃
イ オ ン化 法:EI法
イ オ ン源 温 度:250℃
加 速 電 圧:3kV
イ オ ン化 電 圧:70eV
トラ ッ プ 電 流:100pA
装 置 分 解 能:1000
質 量 数 範 囲:100-800(掃 引 速 度1.5sec)
一 方 、GC/SIMは 、2,3-dinor-6-keto-PGFIctはtUz"2、[2H4]-2,3-dinor-6-keto-PGF1α
は 虚646を,11-dehydro-TXB2はm/z698、[2H4】-11-dehydro-TXB2はm/z702をモ ニ
タ リン グイ オ ン と して 装 置 分 解 能1000で 測 定 した 。
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